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RESUMEN

Los trastornos psiquiatricos son heredables, estan influidos por el
ambiente y constituyen uno de los conjuntos de enfermedades comunes
con mayor desconocimiento de su biologia. La aproximacion
diagndstica se asienta en un sistema que delimita las fronteras entre
trastornos y con la variacion normal. El sistema, til y fiable, muestra
flaquezas. Estas estan representadas por las altas tasas de comorbilidad,
la inestabilidad diagndstica, la ausencia de una nosologia dimensional
o0 espectral y la falta de validez bioldgica.

El desentrafiamiento de la arquitectura genética de los trastornos
mentales, basado en el estudio de la variacion genética comun mediante
estudios de asociacion de genoma completo (GWAS), sefiala hacia una
arquitectura poligenica compuesta por un gran namero de variantes de
pequefio efecto. Los modelos de riesgo poligénico aprovechan el peso
de la variacion genética comun y emplean los resultados de GWAS con
el fin de generar puntuaciones de riesgo individuales en un conjunto
muestral independiente. Estos han permitido observar el extenso
solapamiento genético entre trastornos y la relevancia del efecto aditivo
de las variantes comunes involucradas en masa, mayor que el basado en
variacion rara o las variantes comunes significativas a nivel genémico.

El presente proyecto de tesis analizd, mediante cuatro estudios, las
relaciones poligénicas entre trastornos psiquiatricos: el solapamiento de
las arquitecturas, su potencial uso clinico y mecanismos biologicos
subyacentes. Con ese fin, un total de 2563 individuos (1245 casos y
1318 controles) fueron genotipados en tres muestras independientes.
Estas conformaron las muestras diana en las que se estimaron
puntuaciones de riesgo poligénico individuales, empleando los modelos
generados con datos de distintos trastornos (principalmente derivados
de megaanalisis caso — control del Psychiatric Genomics Consortium
[PGC], con tamafios muestrales variables, con Nmin. - max=11411 —
173005).
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El primer estudio exploré el riesgo poligénico compartido entre el
trastorno obsesivo-compulsivo y la esquizofrenia. El andlisis principal
incluy6, como muestra genotipada diana, 917 individuos (433 pacientes
con trastorno obsesivo-compulsivo y 484 controles) y datos del mayor
GWAS de esquizofrenia realizado por el PGC como muestra
descubrimiento, base para la generacién de modelos. El secundario,
empled los datos de trastorno obsesivo-compulsivo para la generacion
de un modelo poligénico aplicado en una muestra independiente de
esquizofrenia. Ambos andlisis confirmaron el solapamiento parcial de
la genética de predisposicién de los dos trastornos, llegando a explicar
un 3,7% de la varianza en la escala fenotipica. Estos resultados
representan la primera evidencia descrita de una arquitectura genética
solapante entre ambos trastornos, que podria ser parcialmente
responsable de su frecuente comorbilidad. Ademas, los resultados se
incorporan al debate nosoldgico sobre la validez de un subtipo de
pacientes esquizo-obsesivos.

El segundo estudio busco analizar la arquitectura poligénica
compartida entre el trastorno por abuso o dependencia de sustancias y
los principales trastornos psiquiatricos con datos disponibles
(esquizofrenia, trastorno bipolar, trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad, trastorno del espectro autista, trastorno depresivo mayor
y trastorno de ansiedad generalizada). Los distintos analisis realizados
incluyeron, como muestra genotipada diana, 1176 individuos (572
pacientes con criterios de dependencia de wuna sustancia Yy
abuso/dependencia de otra/s y 604 controles). Las muestras
descubrimiento para la generacion de modelos de riesgo fueron ocho y
de acceso abierto (en su mayoria aportadas por el PGC): una por cada
uno de los seis trastornos psiquiatricos comparados (aproximadamente
del mismo tamafio), una conformada por el sumatorio de cinco
trastornos analizados (Cross-Disorder-PGC) y otra del mayor GWAS
realizado en esquizofrenia. Los resultados indicaron una susceptibilidad
compartida en mayor grado con esquizofrenia respecto al resto de
trastornos, siendo la Unica relacion significativa. El porcentaje de
varianza explicada en la escala fenotipica alcanzo el 3,92%. Este riesgo
compartido es independiente de la comorbilidad psiquiatrica de la
muestra diana. Los resultados obtenidos con la muestra Cross-Disorder-
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PGC sefalan el menor solapamiento del resto de trastornos mentales.
En el conjunto de pacientes con trastornos por abuso o dependencia de
alcohol, las mujeres mostraron una mayor carga poligénica de
predisposicion respecto a los hombres, probablemente debido a la
mayor presion social contra el uso excesivo de sustancias en mujeres.

El tercer estudio examind la capacidad predictiva de la
modelizacion combinada de factores predictivos de riesgo conocidos
junto a puntuaciones de riesgo poligénico. Con este fin, la muestra
genotipada diana de 470 individuos (240 pacientes con trastorno por
dependencia de alcohol y 230 controles), incluy6 informacién clinica
(comorbilidad psiquiatrica/adictiva, historia clinica familiar, etc.),
psicologica (factores de la personalidad), patron de consumo,
experiencias vitales actuales estresantes y traumaticas de la infancia. El
modelo poligénico predictivo se baso en la modelizacion combinada,
mediante una suma ponderada, de las puntuaciones de riesgo generadas
a partir del mayor GWAS de esquizofrenia realizado por el PGC y a
partir de la muestra de controles y casos con trastorno por abuso o
dependencia de sustancias empleada en el segundo estudio. La
evaluacion de la capacidad predictiva conjunta (genética y predictores
de riesgo conocidos) sefialé el incremento predictivo, no redundante,
aportado por las puntuaciones de riesgo poligénico. Este, aunque
limitado por el conocimiento parcial de la genética de los trastornos
psiquiatricos, evidencia el potencial de la prediccion de riesgo y el valor
del uso conjunto de fenotipos psiquiatricos relacionados genéticamente.
Ademas, los analisis de este estudio indicaron la relacion existente entre
la carga poligénica y algunas variables de riesgo conocido, interpretada
como una mediacion pasiva en el caso de la negligencia emocional
traumatica sufrida en la infancia y activa en dos factores de la
personalidad, neuroticismo y responsabilidad.

Por ultimo, el cuarto estudio busco explorar la capacidad predictiva
de un modelo poligénico asentado en la seleccion de variantes en base
a criterios biologicos. Con este fin, los modelos de riesgo generados se
fundamentaron en el conjunto de variantes asociadas a la cascada
transcripcional inmediata de respuesta a estrés agudo. Los modelos,
generados a partir de datos del mayor GWAS de trastorno depresivo
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mayor realizado por el PGC, permitieron la generacién de puntuaciones
de riesgo poligénico en la muestra diana, conformada por el conjunto
de los individuos con trastorno por abuso/dependencia de alcohol del
segundo y tercer estudio de la presente tesis (1524 individuos, 721 casos
y 803 controles). Los resultados exploratorios sefialan la posible, pero
débil, relacion entre el riesgo a desarrollar alcoholismo y las diferencias
individuales en la respuesta transcripcional a estrés. La pequefia
capacidad predictiva indica la dificultad de aclarar los mecanismos
bioldgicos en el marco de la poligenicidad extendida.

Los resultados expuestos en los distintos estudios presentados en
este proyecto de tesis sefialan la alta poligenicidad de los trastornos
psiquiatricos, la arquitectura genética compartida mas alla de las
fronteras nosolodgicas de los trastornos, el potencial uso clinico de las
puntuaciones de riesgo poligénico y su posible funcién en el
esclarecimiento de sus mecanismos bioldgicos subyacentes.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 NATURALEZA Y NOSOLOGIA DE LOS TRASTORNOS
PSIQUIATRICOS

1.1.1 Introduccién

Los trastornos psiquiatricos representan uno de los mayores retos
para la Medicina moderna. Muestran una enorme morbilidad, son
extremadamente comunes y sus costes personales y sociales son los
mayores a nivel global. Su sintomatologia es heterogénea y su
naturaleza, a pesar de la considerable investigacion hasta la fecha, no
ha sido desentrafiada. Los trastornos mentales son heredables y
constituyen uno de los conjuntos de enfermedades comunes con un
mayor desconocimiento de su biologia.

Debido al pequefio conocimiento adquirido sobre los mecanismos
de los trastornos, la aproximacion diagnostica sigue siendo en gran
medida meramente descriptiva y sindrémica. El diagndstico
psiquiatrico actual se asienta en un sistema categérico que diferencia
entre variacion normal y trastorno, que delimita entidades nosoldgicas
entre si y se apoya en la deteccion politética de signos y sintomas que
tienden a coocurrir. Este proceso permite a los clinicos elegir
tratamientos, estimar resultados y comunicarse con el paciente. El
concepto de trastorno psiquiatrico ha evolucionado a lo largo de la
Historia y su diagnéstico ha sufrido diversos cambios en su
aproximacion, consideraciones y naturaleza. La metodologia actual es
resultado de la busqueda de un remedio ante la falta de fiabilidad
diagndstica, consolidada en el “Manual diagndstico y estadistico de los
trastornos mentales” (DSM).

1.1.2 Epidemiologia psiquiatrica

Décadas de investigacion en epidemiologia psiquiatrica han
permitido llevar a cabo la deteccion de su carga o prevalencia global,
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su mortalidad, sus riesgos y causas ambientales y su heredabilidad
estimada:

- La magnitud de la prevalencia global y el impacto de la
enfermedad mental han sido estimadas mediante numerosas
iniciativas (Lopez & Murray 1998; Eaton et al. 2008; Whiteford
et al. 2013; Steel et al. 2014; Vigo et al. 2016). Su prevalencia
anual ronda el 20% y la vital se acerca al 30% (Steel et al. 2014)
y muestra diferencias de género, origen geografico y patologia
(Steel et al. 2014; Vigo et al. 2016). Ademas, el calculo de su
carga, estimada mediante diferentes métodos como *“afios
vividos con discapacidad, es enorme, encontrandose cinco
patologias psiquiatricas entre las veinte patologias de mayor
carga global (Global Burden of Disease Study 2013
Collaborators 2015).

- Los trastornos psiquiatricos son una de las principales
causas de mortalidad global (Eaton et al. 2008; Walker et al.
2015). Los estudios que tratan de dilucidar esta relacion han
tendido a reconocer un ligero incremento de la misma
(Whiteford et al. 2013; Walker et al. 2015), pero la dificultad de
la estimacion reside en dos causas principales: la mayoria de los
pacientes con una patologia mental fallecen por otras causas
médicas 0 ambientales (Whiteford et al. 2013) y estan expuestos
a una mayor prevalencia de “comportamientos adversos para la
salud” que contribuyen a las altas estimaciones de patologias
comorbidas (Laursen et al. 2014).

- El ambiente juega un papel clave en las patologias
mentales por lo que la exposicion de un individuo a
determinadas condiciones de riesgo puede incrementar la
probabilidad a desarrollar el trastorno. Los factores de riesgo
incluyen riesgos obstétricos o del embarazo (infecciones,
malnutriciébn o metales pesados), origen migratorio, riesgos
perinatales (nacimiento prematuro o complicaciones en el
parto), entorno de desarrollo en la infancia (urbanicidad,
pobreza o maltrato) o la exposicién a sustancias en la
adolescencia (cannabis o estimulantes) entre otros riesgos
conocidos (Tsuang 2000; van Os et al. 2010; Vassos et al. 2016;
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Davis et al. 2016; Uher & Zwicker 2017). El exposoma de un
individuo estd conformado por el conjunto de factores
ambientales a los que un individuo estd expuesto. Analogo al
término genoma, este elemento ofrece importantes
oportunidades para la comprension mas profunda de la
interaccion gen-ambiente (Wild 2005; Caspi & Moffit 2006;
Guloksuz et al. 2018).

1.1.3 La evolucion del sistema de clasificacion diagnostico

El origen del DSM reside en la necesidad de un modelo
estandarizado operacional como respuesta a las consecuencias de la
Segunda Guerra Mundial en la salud mental de los americanos
combatientes. La necesidad de un sistema clasificatorio de los
trastornos de los veteranos resultd en el documento que supuso el
primer paso cara los modelos de clasificacion psiquiatrica actual, el
Boletin Médico Técnico numero 203 del Ejército de los Estados Unidos
publicado en el afio 1945 (Artigas-Pallarés & Paula-Pérez 2015; Shorter
2015).

Los siguientes en la evolucion de la nosologia psiquiatrica moderna
se basaron en el descontento de la Asociacion Americana de Psiquiatria
con el sistema en uso y su encargo, en 1948, de la preparacion de una
nosologia oficial sobre el resto de metodologias (Shorter 2015) que
finalizaria en la publicacion del DSM-1 en 1952. A su vez, la
Organizacion Mundial de la Salud incluy6 en 1949 una seccion de
trastornos mentales en la Clasificacion Internacional de Enfermedades
(CIE) (Réssler 2013). El piscoanalisis y el conductivismo tuvieron una
importante influencia en las dos primeras versiones del DSM, donde el
uso del término “reaccion” sobre “trastorno” estaba extendido (Artigas-
Pallarés & Paula-Pérez 2015). EI DSM-II, publicado en 1968,
presentaba una arquitectura parecida al DSM-1 en los principales
diagnosticos. La evolucion de la psiquiatria y su bdsqueda por una
nosologia global se apoyd en distintas apreciaciones, como las
diferencias en las tasas de diagnostico de la esquizofrenia entre EE.UU.
y el Reino Unido. Otro de los puntos de inflexion fue la publicacion del
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articulo “Establishment of diagnostic validity in psychiatry: its
application to schizophrenia” (Robins & Guze 1970). En este trabajo,
los autores propusieron un cambio sobre la tradicion dominante basada
en el psicoanalisis mediante una aproximacién basada en la naturaleza
de la enfermedad (Hyman 2010; Zachar & Kendler 2017). Robins y
Guze fijaron cinco fases para el desarrollo de una clasificacion valida
en psiquiatria: descripcion clinica precisa, delimitacion entre trastornos,
el empleo de estudios de seguimiento de pacientes, estudios familiares
y estudios de laboratorio (Mullins-Sweatt & Widiger 2009). El trabajo
realizado durante esta década, con otros ejemplos importantes
(Feighner et al. 1972), resalté las diferencias diagnosticas, sefial6 la
necesidad de estandarizar los diagnosticos de una manera global y llevd
al desarrollo de las clasificaciones operacionales (Allardyce et al. 2007;
Owen 2014).

En 1980 el DSM-III fue publicado y su impacto global fue clave
para la psiquiatria moderna al decantarse hacia la orientacion bioldgica.
Ademas, el nuevo manual introdujo un gran numero de nuevos
diagnosticos y redefinié o modifico en profundidad otros ya existentes
(Wilson 1993). Pero su notoriedad no se debe a la arquitectura de los
diagnosticos, sino a la visién kraepeliana o neo-krapeliana de la
enfermedad mental (Compton & Guze 1995), al enfatizar la
diferenciacion de las condiciones basandose en sus sintomas, signos y
curso natural. EI DSM-1y el DSM-II se limitaban a una descripcion de
cada diagndstico pero el DSM-III deline6 los signos y sintomas
especificos de cada diagnostico y la aproximacion por la cual debian
combinarse para su establecimiento (Lilienfeld & Treadway 2016). La
revolucion que supuso el DSM-I11 se mantiene hasta hoy en dia, ya que
las posteriores versiones del DSM mantienen el formato y estructuras
basicas desarrolladas en esta importante evolucion del manual. El
cambio se baso en el inicio del fin del psicoanalisis en el nicleo de la
psiquiatria y el acercamiento entre psiquiatria y el resto de la Medicina,
al incorporar parte de los postulados de Robins y Guze. La decantacion
hacia la orientacion biolégica buscaba esclarecer la etiologia y
fisiopatologia de la enfermedad (Artigas-Pallarés & Paula-Pérez 2015).



Introduccion

Las ediciones subsecuentes (DSM-III-R, DSM-IV, DSM-IV-R y
DSM-5) fueron un conjunto de cambios y esperadas mejoras que fueron
sucediéndose hasta la publicacion de su ultima version en 2013. A pesar
de las modificaciones incluidas, ninguna se acerco a la magnitud del
giro del DSM-I11'y numerosas criticas fueron surgiendo al comparar su
utilidad con su validez (Kendell & Jablensky 2003). El impacto de
nuevos diagndsticos fue palpable, volviéndose algunos “virtualmente
epidémicos” (Shorter 2015). La evolucion del DSM también supuso un
efecto multiplicador en el nimero de diagnosticos posibles, ya que en
su primera version presentd 106 trastornos mentales y evolucion6 hasta
mas de 400 en el DSM-5 (Rossler 2013), modificando en parte los
umbrales o fronteras que separaban el trastorno de la variacion normal.
Este hecho fue ampliamente comentado en la comunidad cientifica por
sus consecuencias en la sanidad global, al poder incrementar el nimero
de diagnosticos (Frances 2016).

Las ventajas del sistema actual se basan en la existencia de criterios
operativos que aumentan la fiabilidad del diagnéstico psiquiatrico
(Frances 2016). Un punto necesario para las decisiones racionales de
tratamiento o para la comunicacion entre médico y paciente se basa en
la existencia de definiciones fiables compartidas de manera extendida
(Hyman 2010). Uno de los mayores éxitos del DSM ha sido disminuir
la confusién linguistica internacional, contribuyendo ampliamente a la
creacion de un lenguaje internacional comun (van Heugten-ban der
Kloet & van Heugten 2015). A nivel educativo, el sistema diagndstico
del DSM es una herramienta de entrenamiento Util para los clinicos en
formacion que se extiende también al campo de la epidemiologia
psiquiatrica, ya que sin sistema diagndstico no seria posible estimar la
prevalencia de los trastornos mentales (Frances 2016). Resulta
innegable que el DSM ha facilitado importantes avances terapéuticos,
pues la diferenciaciébn de grupos de pacientes medianamente
homogéneos facilita el manejo o terapias (Artigas-Pallarés & Paula-
Pérez 2015). EI DSM-5 es un sistema Util para el clinico, ya que
proporciona informacion sobre la probabilidad de recuperacion,
recaida, guia las decisiones de tratamiento, indica los perfiles de los
sintomas o informa sobre el deterioro del paciente (Jablensky 2016).
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El equilibrio entre validez y utilidad sustenta la actual nosologia
psiquiatrica. Este equilibrio y los dos conceptos que lo conforman no
estan libres de criticas o puntualizaciones sobre la relacién entre ambos
conceptos (Kendell & Jablensky 2003; First et al. 2004; Mullins-Sweatt
& Widiger 2009). Mientras la fiabilidad de los diagnosticos
psiquiatricos puede mejorar mediante el uso de criterios diagndsticos
como el actual, su validez sigue siendo algo incierto.

1.1.4 Flaquezas del sistema de clasificacidon diagnostico

La observacion de la fenomenologia de los trastornos mentales
podria poner en duda la categorizacién empleada en la actualidad
(Artigas-Pallarés & Paula-Pérez 2015). Las criticas al sistema
nosoldgico han sido generadas por las altas tasas de comorbilidad
psiquiatrica, los fenotipos intermedios, la inestabilidad diagndstica, la
inespecificidad o las fronteras establecidas entre trastornos o entre
variacion sana y enferma (Owen 2014; Stephan et al. 2016; Kotov et al.
2017).

El sistema diagnostico tradicional considera todos los trastornos
mentales como categorias, pero la evidencia genética y epidemioldgica
sefiala hacia una estructura de la psicopatologia de tipo espectral o
continua. La falta de un sistema jerarquico de la sintomatologia y de la
clasificacion de los trastornos se suma a las criticas emitidas sobre el
sistema actual (Kendler & First 2010; Smoller 2013; Caspi et al. 2014;
Kotov et al. 2017; Smoller et al. 2018). Las Ilamadas de atencion vy al
debate sobre la estructura nosologica llevan sucediéndose desde hace
décadas (Kendell 1989). Estas ponen en duda la deriva del DSM, que
basa su evolucidn en la redefinicion de sindromes, estrategia que podria
no ayudar a descubrir las etiologias subyacentes y podria dificultar la
incorporacion de una base cientifica que module la nosologia (Kendler
1990). La heterogeneidad de sintomas en los diagndsticos basados en la
aproximacion politética conforma otro de los elementos discutidos
(Lilienfeld & Treadway 2017), que complica en parte la busqueda de
agentes etioldgicos especificos y grupos homogéneos (Watson 2003).
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A continuacion se desarrollan algunos de estos puntos criticos de
la nosologia psiquiatrica actual, que incluyen la comorbilidad, el
equilibrio y fronteras entre normalidad y trastorno, la inestabilidad
diagnostica o la critica a las fronteras nosologicas entre trastornos y la
evidencia de una posible estructura espectral.

1.1.4.1 Comorbilidad psiquiatrica

La concurrencia de dos 0 mas diagnosticos psiquiatricos en un
mismo individuo es frecuente. En el campo de la salud mental, esta
situacion clinica es ampliamente conocida y analizada en el transcurso
de la evolucién y cambios guiados por el DSM en distintas poblaciones,
edades y trastornos: individuos de EEUU diagnosticados mediante
criterios del DSM-I1I-R (Kessler et al. 1994), pacientes australianos
diagnosticados mediante criterios del DSM-IV (Andrews et al. 2002),
centrado en pacientes adolescentes (Kessler et al. 2012), analizando
diferencias de género (Ottosen et al. 2016) o aproximaciones con
poblacion global (Kessler et al. 2011). Algunos autores resumen la alta
comorbilidad mediante “la regla del 50%”: aproximadamente la mitad
de los individuos que cumplen con los criterios diagndsticos para un
trastorno cumplen con los criterios de diagnostico para un segundo que
se presenta simultaneamente, la mitad de los individuos con dos
trastornos cumplen con los criterios para un tercer trastorno y asi
sucesivamente (Newman et al. 1998).

Los sucesivos analisis han demostrado que, la concurrencia de
multiples diagnosticos psiquiatricos es ahora mas frecuente que en el
pasado (Maj 2005), pudiendo existir diversas causas que explican la
deriva. Los patrones de comorbilidad concurrente 0
secuencial/acumulativa, pueden surgir de distintos factores al margen
de una posible arquitectura de riesgo genético o ambiental compartida.
Una de las causas probables de este aumento reside en la propia
evolucion de los manuales diagnosticos, en los que la fragmentacion
secuencial de la psicopatologia en un gran nimero de trastornos facilita
la proliferacion de diagnosticos comorbidos que, en palabras de
Jablensky, "desdibujan la distincién entre la verdadera comorbilidad
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(concurrencia de trastornos etiologicamente independientes) y la
comorbilidad espuria” (Caspi et al. 2014; Jablensky 2016). La
proliferacion de categorias diagnosticas en las clasificaciones
psiquiatricas recientes presenta un riesgo importante, ya que podrian
realizar divisiones no presentes en la naturaleza que fomentarian los
poli-tratamientos no justificados (Maj 2005). Como sefiala Maj, otra de
las causas reside en la consecuencia del uso de entrevistas
estandarizadas, que permiten identificar distintos aspectos clinicos que
en el pasado no serian detectados tras el diagnéstico principal. Ademas,
la amplia ausencia de reglas jerarquicas en los sistemas de diagndstico
favorece o facilita el diagndstico comérbido (Maj 2005). Por ultimo,
cabe indicar que algunas causas de la comorbilidad psiquiatrica son
resultado inherente al curso de la enfermedad psiquiatrica. En la
patologia mental de individuos jovenes se puede reconocer un potencial
de derivacion en diferentes diagnosticos a partir de las primeras
manifestaciones de la enfermedad (McGorry et al. 2014).

Algunas de las causas de los altos indices de comorbilidad pueden
ser también el reflejo de una buena practica clinica, ya que la
consideracion de posibles diagndsticos secundarios o el reconocimiento
de diferentes estadios o extension de los trastornos, son bésicos en el
prondstico del paciente.

1.1.4.2 Fronteras entre normalidad y trastorno

El analisis de las fronteras en psiquiatria no se reduce a las
relaciones entre trastornos, sino que se extiende a las fronteras que
separan “patologia” de “variacion normal” (Jablensky 2016). En la
practica clinica, la asuncion de un estado mental patolégico en un
individuo proviene de la aplicacion de criterios operacionales que no
reflejan parte de la naturaleza del trastorno, ya que la mayor parte del
comportamiento humano esta localizado en un continuo (van Os et al.
2009). El “todo o nada” de la clasificacion categorica de los trastornos
psiquiatricos se topa frontalmente con “el continuo” (Réssler 2013).

Esta categorizacidon cuestiona la presencia del llamado fenotipo
ampliado (Artigas-Pallarés & Paula-Pérez 2015). Este, suele
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presentarse entre familiares de primer grado, y representa ese espacio
entre trastorno y normalidad. Alguno de los ejemplos que evidencian
esta situacion de un continuo dividido artificialmente son los casos de
la depresion o la ansiedad, ampliamente reconocidos en diferentes
grados de severidad (Owen 2014). Otro ejemplo de la extension del
continuo en el marco de los trastornos psiquiatricos reside en los
sintomas psicoticos. Las alucinaciones auditivas y el pensamiento
paranoico se producen de forma menguada en el 5-8% de la poblacion
sana (van Os & Kapur 2009). Las experiencias del espectro psicotico
son mas comunes en la poblacion general de lo que se pensaba (van Os
et al. 2009; Stip & Letourneau 2009; Kelleher et al. 2012). La
incorporacion y analisis de este espectro o variacion continua seria
beneficioso para investigadores del campo de la salud mental, ya que al
interrogar esta frontera se podrian obtener nuevas perspectivas sobre la
aparicion y desarrollo de los trastornos mentales.

1.1.4.3 Inestabilidad diagndstica

Otro de los fenGmenos que pone en cuestion la categorizacion
de los trastornos psiquiatricos es la estabilidad del diagndstico clinico.
Durante el curso clinico de un trastorno psiquiatrico es bastante comun
que el paciente pueda entrar o salir facilmente de un diagnéstico
(Artigas-Pallarés & Paula-Pérez 2015). El solapamiento de sintomas
entre categorias diagnosticas implica dificultades en la asignacion de un
diagnostico en una unica categoria especifica, lo cual puede facilitar
cierta volubilidad del diagnéstico (Craddock & Owen 2005).

Existen distintas causas o factores que implican una mayor
inestabilidad en el diagndstico psiquiatrico: la valoracion subjetiva de
cada sintoma por parte del paciente o el clinico, cambios sustanciales
en las caracteristicas clinicas a lo largo de la enfermedad, modificacion
de los criterios diagndsticos en el proceso evolutivo del DSM o del CIE
(Fennig et al. 1994), la alta frecuencia de individuos diagnosticados con
un trastorno en la franja limite del diagndstico (Artigas-Pallarés &
Paula-Pérez 2015) o la propia naturaleza del trastorno, ya que algunas
entidades clinicas presentan patrones temporales especificos de
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sintomas Yy otras incluyen diferentes polaridades que requieren tiempo
para ser reconocidas entre otras caracteristicas del curso de los
trastornos psiquiatricos (Bromet et al. 2011). Algunas de estas
caracteristicas son inherentes al sistema diagnostico actual y podrian
reflejar la debilidad o limitaciones de la nosologia actual.

1.1.4.4 Sistema categorico vs sistema dimensional

Los multiples desafios, como los anteriormente comentados,
sittan al actual sistema categdrico en el punto de mira debido a las
dudas generadas de su validez para el avance en la investigacion
psiquiatrica (Owen 2014). ¢Las evidencias nos sefialan hacia una
arquitectura de la psicopatologia con un perfil de mayor continuidad
entre entidades? (Es posible llegar a conocer la etiologia de los
trastornos mentales mediante la investigacion basada en la nosologia
actual? La genética y gendmica han proporcionado numerosas
evidencias sobre las fronteras en la arquitectura genética entre
trastornos, que sobrepasan las establecidas por el sistema nosoldgico
actual al no ser tan agudas (Smoller 2013) (esta situacion, tema central
de la presente Tesis, sera desarrollado en profundidad a lo largo del
manuscrito). Desde el punto de vista dimensional o espectral, en la
nosologia actual los conceptos “externalizantes” e “internalizantes”
estdn ampliamente extendidos. Estos, confirmados por analisis
factoriales, ofrecen una vision espectral de trastornos relacionados
(Kotov et al. 2017).

La reevaluacion y publicacion del DSM de manera consecutiva
trajo la esperanza de incluir mejoras y modificaciones sobre la base de
nuevos conocimientos de la etiologia y patogénesis, pero su comodidad
y fiabilidad en el manejo de pacientes impusieron otro enfoque y
evolucion (Owen 2014). El enfoque se sostuvo en un proceso de
“reificacion” (Hyman 2010) que se ha prolongado hasta la Gltima
edicion. De todas formas, en el DSM-5, se puede observar que la
asuncion de las limitaciones del modelo esta presente, como minimo de
manera parcial o modesta. En el texto, los autores indican “la evidencia
cientifica coloca a muchos de los trastornos, si no la mayoria, en un
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espectro con trastornos estrechamente relacionados que tienen sintomas
y factores de riesgo genéticos y ambientales compartidos”, revelando
también “debemos reconocer que los limites entre trastornos son méas
porosos de lo que se percibia originalmente”. A pesar de esto, la
publicacion del DSM-5 mantuvo el sistema categ6rico, por 1os mismos
motivos de eficiencia que las ediciones previas. Las evidencias
obtenidas mediante la busqueda de biomarcadores, la investigacion
clinica, de la estructura de la psicopatologia y la evolucion del DSM
indican que el DSM podria ser un obstaculo para el progreso de la
investigacion psiquiatrica, ya que las entidades nosoldgicas podrian ser
constructos artificiales (Craddock & Owen; Bernstein 2011; Kapur et
al. 2012).

Ante esta situacion, la comunidad cientifica se ha propuesto la
inclusion de nuevas estrategias de diagnostico. Las distintas opciones
varian en su naturaleza y pretensiones, pero las distintas iniciativas o
soluciones al estancamiento podrian seguir estos tres principios (Owen
2014): se deben incrementar los estudios que no empleen Gnicamente
categorias diagnosticas como se definen en el DSM o CIE, deberia
prestarse cada vez mas atencion a las medidas dimensionales de la
psicopatologia y se deberian analizar en profundidad posibles fenotipos
intermedios.

Algunas de estas iniciativas llevan afios desarrollandose y
planteandose como alternativa al sistema actual. Research Domain
Criteria (RDoC) (Insel et al. 2010) o Hierarchical Taxonomy Of
Psychopathology (HiTOP) (Kotov et al. 2017) son dos de las mas
importantes. RDoC es un método de clasificacion dimensional de
procesos psicolégicos potencialmente relevantes en los trastornos
psiquiatricos partiendo del conocimiento y avance de parametros
bioldgicos, que plantea el objetivo de definir las dimensiones bésicas
de las disfunciones que actlan de manera transversal en los distintos
trastornos (Insel 2014). Aunque diversos autores ven un futuro
prometedor a este cambio de paradigma como solucion a la situacion
actual (Yee et al. 2015) otros critican su carécter simplista y
reduccionista (Winberger et al. 2015). HiTOP es un modelo
dimensional que construye sindromes psicopatolégicos a partir de la
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covariacion observada de sintomas, agrupandolos. Ademas, combina
sindromes concurrentes en espectros caracterizando los fenémenos de
forma dimensional que permiten analizar los problemas de inestabilidad
diagnosticay de limites entre trastornos (Kotov et al. 2017). Las criticas
hacia HiTOP residen en “el énfasis excesivo es la psicopatologia
transversal” asi como en “el descuido de las vias dinamicas de
desarrollo y los problemas de diagnostico diferencial”, elementos
“relevantes para el tratamiento y el manejo” (Wittchen & Beesdo-Baum
2018). Ambos modelos se encuentran en desarrollo y en distintas etapas
(Kotov et al. 2018).

1.2 GENETICA Y GENOMICA PSIQUIATRICA
1.2.1 Introduccion

Nuestro conocimiento de lo que hoy en dia llamamos trastornos
psiquiatricos ha cambiado profundamente en los ultimos doscientos
afios. Tras aceptar la naturaleza bioldgica de los trastornos psiquiatricos
surge la siguiente pregunta: ¢Hasta qué punto los factores hereditarios
contribuyen a la variacion en la susceptibilidad de los trastornos
psiquiatricos?

En Biologia y Medicina, uno de los debates mas extendidos se
centra en la relacién entre ambiente y herencia genética. El fenotipo de
un trastorno es el resultado de factores de predisposicion genética,
factores ambientales y la interaccion del genotipo y el ambiente, ya que
la expresion génica estad regulada parcialmente por las caracteristicas
ambientales a las que se expone un individuo, determinando el fenotipo
detectado. La naturaleza genética de los trastornos psiquiatricos fue
observada por los clinicos mucho antes de identificar el &cido
desoxirribonucleico (ADN) como molécula responsable de la herencia.
En la actualidad, sabemos que la mayor parte de la genética de estos
trastornos complejos se debe a la acumulacion de un gran nimero de
variantes o loci de pequefio efecto que influyen a un numero sustancial
de trastornos al mismo tiempo. ElI camino llevado a cabo por los
investigadores del campo de la salud mental y la genética ha sido largo
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y duro, pero comienza a dar sus frutos en la busqueda de la etiologia
escondida a pesar del gran niumero de desafios existentes.

1.2.1.1 Heredabilidad

En la actualidad, gracias al abaratamiento de la tecnologias de
genotipado y secuenciacion masiva, podemos responder a un gran
numero de cuestiones sobre como los factores genéticos contribuyen al
desarrollo de los trastornos psiquiatricos examinandolos de forma
directa (Sullivan et al. 2012; Pasaniuc & Price 2017). Pero el marco
bajo el que se ha desarrollado esta tesis es reciente. EI primer paso
llevado a cabo en la investigacion de la heredabilidad y estructura de
los trastornos mentales se basé en la reclutamiento de familias,
hermanos gemelos y poniendo el foco en individuos adoptados. El fin
de esta aproximacion era y es la estimacién de la heredabilidad de los
trastornos y su relacion con el ambiente. Cada aproximacion tiene sus
fortalezas y puntos débiles.

Los estudios familiares investigan el grado de acumulacién
familiar de un trastorno. La concentracion de un trastorno en una
familia concreta ocurre cuando el riesgo a sufrir el trastorno es mayor
en familiares de un paciente que en controles de la poblacién general.
Estos estudios no diferencian entre efectos genéticos y ambientales ya
que no tienen en cuenta el ambiente familiar compartido, por lo que las
aproximaciones mas exactas se basan en gemelos y adopciones. La
premisa basica de los estudios de gemelos es que, al heredarse todos o
la mitad de los genes (monocigoticos o dicigéticos), puede inferirse la
contribucion genética al fenotipo. Este tipo de estudios permiten
también inferir informacion de factores ambientales. Por ello, la mejor
aproximacion para la inferencia de la heredabilidad de un rasgo o un
trastorno reside en los estudios de adopcion, al diferir los individuos
analizados en su ambiente de crianza o al modificar el ambiente paterno
(de enfermedad presente a libre de enfermedad o viceversa) (McGuffin
et al. 2003). Las heredabilidades estimadas se suelen expresar en la
escala de susceptibilidad y el empleo de distintos tipos de familiares
permite ir analizando en distinto grado la carga ambiental y la genética
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de manera conjunta e individual (Lichtenstein et al. 2009; Visscher et
al. 2012). Los resultados de estos estudios son en general muy
consistentes y replicables, pero pueden mostrar cierto sesgo a la hora de
estimar la heredabilidad a partir de conjuntos de individuos que
representan un origen concreto y constrefiido (sujetos provenientes de
un mismo complejo hospitalario, un pequefio tamafio muestral o sesgo
de ascendencia entre las causas) (Kendler et al. 1995; Visscher et al.
2012; Wray & Gottesman 2012; Kendler 2013). Estos inconvenientes
pueden ser evadidos con el empleo de registros nacionales, muy
extendidos en los paises nérdicos, como los resultados obtenidos a
partir de registros suecos de 9 millones de individuos (Lichtenstein et
al. 2009) o 2,5 millones de individuos en Dinamarca (Wray &
Gottesman 2012). Este tipo de aproximaciones también muestran
algunas limitaciones, pero pueden ser estimaciones mas acertadas o
representativas  en relacion con aproximaciones experimentales
basadas en grandes cohortes y proyectos colaborativos con pacientes
provenientes de colecciones nacionales y clinicas (Visscher et al. 2012;
Wray & Gottesman 2012). El grado de heredabilidad de cada patologia
es diferente, con un abanico del 25-90% aproximadamente (Figura 1)
(Kendler 2001; Freitag 2007; Bienvenu et al. 2011). Este tipo de
estudios puso también el foco sobre un posible solapamiento entre
patologias, al detectarse humerosas veces en familias la ocurrencia de
trastornos psiquiatricos secundarios respecto al estudiado (Smoller et
al. 2018).

La variacion fenotipica en una poblacion es el resultado de los
factores genéticos y/o factores ambientales (Falconer & Mckay 1996).
La heredabilidad es un concepto estadistico caracteristico de cada
poblacion en la que se hayan estimado las varianzas ambientales y
genéticas. Las estimaciones de heredabilidad pueden variar entre
poblaciones y en funcion de los factores no genéticos recogidos e
incluidos en la estimacion (Tenesa & Haley 2013). La heredabilidad se
define como “una proporciéon de varianzas, concretamente como la
proporciodn de la varianza total en una poblacién para una medida en un
momento particular, que es atribuible a la variacion de los valores
genéticos aditivos o genéticos totales” (Visscher et al. 2008). La basada
en valores genéticos aditivos es conocida como “heredabilidad en
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sentido estricto” y la basada en valores genéticos totales como
“heredabilidad en sentido amplio”. Este valor puede variar en el tiempo,
debido a la evolucion y cambios en el efecto de la influencia ambiental
sobre un determinado fenotipo que, consecuentemente, afectara a la
contribucidn relativa de la varianza genética a la varianza fenotipica
total (\Visscher et al. 2008; Wray & Visscher 2008).

100
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5
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1

TDAH ALC AN TEA BP MDD TOC PTSD SCz
Trastornos psiquiatricos

Heredabilidad %
O O O O O O

o

FIGURA 1. HEREDABILIDAD DE LOS TRASTORNOS PSIQUIATRICOS. TDAH (trastorno
por déficit de atencion e hiperactividad), ALC (dependencia de alcohol), AN
(anorexia nerviosa), TEA (trastornos del espectro autista), BP (trastorno bipolar),
MDD (trastorno depresivo mayor), TOC (trastorno obsesivo-compulsivo), PTSD
(trastorno de estrés postraumatico), SCZ (esquizofrenia) y ST (sindrome de
Tourette). Datos de Sullivan y Geschwind (Sullivan & Geschwind 2019).

La heredabilidad se calcula mediante el siguiente método (Byers
2008):
gg O¢ (ap + 0p + 0§) OaD _ 12

H2 = — = = = —
op 0g+0s (0ap +0p+0g)+ (Cuesp + Oagen + Tgxa) Op
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La heredabilidad es la fraccion entre la varianza genética (oc) y la
varianza fenotipica (op). La varianza genética estd constituida por el
sumatorio de la varianza aditiva (cap; refiere a la desviacion fenotipica
resultado de la presencia de uno u otro alelo), la varianza de dominancia
(op; refiere a la posible situacion de dominancia entre alelos) y la
varianza por epistasis o interaccion génica (ok; refiere a la interaccion
entre alelos de distintos loci). Debido a que distintos autores han
debatido sobre la carga de cada contribucidn de cada varianza al calculo
de H?, la heredabilidad en sentido estricto (h?) parece el modelo mas
acertado, donde se considera la varianza aditiva entre la varianza
fenotipica (Visscher et al. 2008 a). La varianza ambiental (ca) estd
compuesta por la varianza especifica de individuo (caesp; refiere a la
varianza menor asociada a factores ambientales individuales), la
varianza ambiental general (cagen; refiere a la varianza global asociada
a factores ambientales caracteristicos de la poblacion general) y la
varianza de interaccion genotipo-ambiente (ocxa; refiere a las posibles
diferencias en la respuesta al entorno en funcién del genotipo
individual).

1.2.1.2 Herencia simple vs herencia compleja

Las patologias y rasgos humanos pueden presentan distintos
patrones de herencia. Estos son debidos a los factores causales
involucrados y a la arquitectura genética subyacente. Algunas
patologias muestran patrones clasicos de herencia simple o Mendeliana,
en los que un Unico gen es responsable de la patologia. En algunos casos
el alelo mutado causal es dominante, pero cominmente es recesivo
(Visscher et al. 2012). El analisis en familias, con un nimero suficiente
de individuos afectados, puede ser utilizado para determinar la
localizacion de un gen causal y para conocer la dominancia del mismo
(Chial 2008). Normalmente hay mas de una variante causal, ya que es
probable la presencia de diversas mutaciones en distintas variantes que
afecten o interfieran con el normal funcionamiento del producto de un
mismo gen (Visscher et al. 2012). Las variantes de gran efecto son poco
frecuentes en las distintas poblaciones, presentan una importante
penetranciay las patologias causadas por las mismas muestran una baja
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prevalencia (McCarthy et al. 2008; Manolio et al. 2009; Robinson et al.
2014).

Las patologias comunes, en las que se engloban los trastornos
psiquiatricos con la excepcion de algunas patologias degenerativas y
algunas formas de autismo, no presentan patrones de herencia
mendelianos y se consideran patologias complejas (Visscher et al.
2012; O’Donovan 2015; Sullivan et al. 2018). La complejidad surge
cuando la correspondencia entre genotipo y fenotipo no es directa. Esto
puede ser debido a que distintos genotipos dan lugar al mismo fenotipo
0 porque el mismo genotipo da lugar a fenotipos distintos por azar,
ambiente o epistasis (Lander & Schork 1994). Cuando la combinacion
de un genotipo de riesgo y los factores ambientales superan un umbral,
el individuo desarrollara la enfermedad o rasgos de la misma (Visscher
etal. 2012). A pesar de que una pequefia parte de los casos psiquiatricos
podrian estar influidos por alelos de herencia simple (O’Donovan
2015), las patologias psiquiatricas muestran una arquitectura poligénica
(Sullivan et al. 2013a). La penetrancia de las variantes implicadas en el
genotipo de riesgo de esta clase de patologias es mucho menor que en
el caso de las de herencia mendeliana (McArthy et al. 2008; O’Donovan
2015) pero su efecto reside en el conjunto. De hecho, es comun que
mutaciones de gran efecto y herencia mendeliana muestren una menor
concordancia con el fenotipo esperado o individuos portadores no
desarrollen la enfermedad. Esto es debido a una combinacion de
genotipo y factores ambientales que “modifican” el efecto de la variante
de gran tamafio. Por lo tanto, un conjunto de variantes de pequefio
efecto junto a unas condiciones ambientales aditivas podrian ser
responsables de la ausencia total o parcial del efecto de la variante de
gran tamafio (Visscher et al. 2012; Mitchel 2012). Otra situacion o
modelo posible es que la variante de importante efecto precise la accion
aditiva de un genotipo de riesgo basado en variantes comunes en un
modelo combinado para el desarrollo de la patologia, algo probable
cuando la variante de mayor efecto sea de penetrancia intermedia o
incompleta (Mitchell 2012). Ademas, existen dos tipos de variantes que
podrian estar involucradas en la arquitectura genética de patologias
complejas, aquellas con una baja penetrancia y baja frecuencia o raras
y de dificil deteccion, y de forma mucho mas inusual e improbable
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aquellas variantes comunes de gran penetrancia (McCarthy et al. 2008).
Hoy en dia no cabe duda sobre la poligenicidad generalizada de los
trastornos psiquiatricos, pero el camino hasta este punto ha sido largo
(Sullivan et al. 2018).

1.2.1.3 Inicios de la investigacion en genética psiquiatrica

El origen de la genética psiquiatrica actual reside, en primera
instancia aunque no de forma directa, en Kraepelin. Su papel en la
psiquiatria moderna y su aportacion a la nosologia (Kendler 2002), la
implementacion de la préctica clinica en la Alemania de finales del siglo
XIX y comienzos del XX con el German Research Institute for
Psychiatry inaugurado en 1917 marcaron los primeros pasos en la
investigacion moderna del campo, con Ernst Ridin como méaximo
exponente de la rama genética (Propping 2005).

Las leyes de Mendel fueron re-descubiertas en 1900 (de Vries et
al. 1900) y en pocos afios estas fueron reconocidas en humanos. Ridin
fue el primero en proponer el uso sistematico de estudios familiares para
confirmar la herencia mendeliana en trastornos psiquiatricos en 1911,
publicando el primer estudio familiar en esquizofrenia en 1916. Durante
los afios 30, Ridin se unié al nacionalsocialismo y se involucro
fuertemente en las doctrinas genético-raciales de la época (Weber
1993). Las ideaciones ultranacionalistas, también extendidas a
Kraepelin, se propagaron junto al pensamiento eugenésico de las
patologias psiquiatricas en la psiquiatria alemana bajo el desarrollo y
crecimiento del nazismo y la segregacion racial (Gottesman &
Bertelsen 1996). Ademas del trabajo de Rudin, otros importantes
avances en el estudio de la genética fueron llevados a cabo por Hans
Luxenburger, quien en 1928 publicd los resultados del primer estudio
sistematico de gemelos en esquizofrenia (Luxemburger 1928). Las
aproximaciones mendelianas de estos autores no sirvieron para
desentrafar la genética de los trastornos mentales, pero si para detectar
un patrén de segregacion mas complejo que el esperado y la existencia
de un componente ambiental complementario a los factores hereditarios
(Luxenburger 1928; Propping 2005; Kendler 2015).
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Los trabajos de estos autores fueron seguidos por un auge del
enfoque genético en la busqueda de los factores etioldgicos de los
trastornos psiquiatricos, la mayoria con aproximaciones mendelianas.
Importantes trabajos llevados a cabo por Kallman (Kallman 1938),
Slater (Slater 1958), Meehl (Meehl 1962) o Heston (Heston 1966)
chocaron de frente con la poligenicidad estructural de la patologia, pero
asentaron importantes direcciones en la investigacion psiquiatrica
(Propping 2005; Kendler 2015). Seguidos por la publicacion del libro
“La Genética de los trastornos Mentales” en 1970 (Slater & Cowie
1970) y el auge los estudios basados en el analisis de registros de
adopciones (Propping 2005), la investigacién en genética psiquiatrica
llegd a la década de los afios 70 con dos modelos posibles para la
esquizofrenia: un modelo complejo poligénico o un modelo mendeliano
(Kendler 2015).

1.2.2 Estudios de ligamiento

Los anélisis de ligamiento conformaron la primera metodologia de
aproximacion extendida con el fin de identificar variantes de
susceptibilidad en un gran ndmero de trastornos psiquiatricos. Este
enfoque tradicional buscaba la localizacién de genes causales al
detectar la asociacion entre un marcador polimorfico y el trastorno en
una determinada familia (Merikangas & Risch 2003). La distribucion
de los marcadores a lo largo del genoma permite analizar qué genes
estdn ligados, pudiendo ser varios en funcion del patrén de
recombinacion de esa region. Tras el uso extendido y exitoso del
posicionamiento clonal para la identificacidon de genes responsables de
trastornos de herencia mendeliana, en el campo de la salud mental se
extendio un cierto optimismo. Después de la incertidumbre inicial
(Sturt & McGuffin 1985), en la segunda mitad de la década de los afios
80 el interés que buscaba replicar ese éxito en los trastornos
psiquiatricos se extendio (Burmeister et al. 2008)

Inicialmente esta clase de estudios emplearon polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion (RFLPS, Restriction Fragment
Length Polymorphisms) (Cloninger et al. 1983) o repeticiones en
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tandem cortas (SRTs, Short Tandem Repeats). Tras consolidarse y
avanzar en el conocimiento de los polimorfismos humanos, éstos se
centraron en buscar polimorfismos de un unico nucleé6tido (SNPs,
Single Nucleotide Polymorphisms) ligados (Merikangas & Risch 2003).

La significacion estadistica del resultado de un estudio de
ligamiento se suele resumir en el valor de una méaxima “puntuacion lod”
(lod score). El término “lod” fue acufiado por Barnard para referirse al
logaritmo de la odds ratio (OR) (Barnard 1949). Es un estimador que
permite detectar ligamiento al estimar la frecuencia de recombinacion
mas probable y se calcula de la siguiente forma:

Prob.de un genotipo a una determinada freq.de recombinacién 0

Puntuacion lod = 1
untuacton to 0G0 Prob.del mismo genotipo con segregaciéon independiente (8 = 0,5)

En 1974 se decidio el criterio a satisfacer para considerar
significativo el resultado de un analisis de ligamiento: el valor de lod
deberia ser igual o mayor a 3 (McKusick & Edwards 1975). Los
estudios de ligamiento son estudios generadores de hipotesis, ya que no
es preciso un conocimiento a priori de qué regiones 0 genes estan
potencialmente involucrados. Su éxito depende, ademas de la potencia
de andlisis (limitada por el tamafio muestral y su grado de
homogeneidad) (Altmdaller et al. 2001), del nimero de marcadores
polimorficos empleados.

Durante los primeros afios un importante nimero de ligamientos de
interés fueron detectados en trastorno bipolar o esquizofrenia (Egeland
et al. 1987; Sherrington et al. 1988), pero ninguno de ellos fue replicado
(Kennedy et al. 1988; Kelsoe et al. 1989; Gershon 1991). Debido al
creciente escepticismo, muchos autores atribuyeron al disefio del
analisis o a la heterogeneidad de las muestras la falta de réplica de
resultados de interés (Merikangas & Risch 2003). Ante el aumento del
numero de estudios y su extension gendomica de andlisis, Lander y
Kruglyak formalizaron los criterios para determinar un ligamiento
significativo a nivel gendmico (Lander & Kruglyak 1995) y muy pocos
estudios lograron resultados de interés posteriormente replicados.
Exceptuando algun resultado de interés en esquizofrenia (Badner &
Gershon 2002; Lewis et al. 2003) o, por ejemplo, autismo (Yang & Hill
2007), la mayoria de los resultados no han sido consistentes (Owen et
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al. 2000; Prathikanti & McMahon 2001; Segurado et al. 2003; Crow
2007; Yang & Hill 2007). La “era de los analisis de ligamiento” de los
trastornos psiquiatricos (1980-2005), no logré identificar ningan locus
que se replicara inequivocamente en distintas muestras independientes
de manera consistente (Burmeister et al. 2008).

Afos antes del ocaso de los analisis de ligamiento, Rish y
Merikangas publicaron un articulo con una gran influencia en el campo
de la genética de los trastornos complejos en el que sefialaban hacia una
arquitectura genética basada en variantes comunes con pequefios
efectos (Rish & Merikangas 1996). Ante esta situacion, planteaban que
los analisis de ligamiento necesitarian miles de muestras para la
identificacion de loci de riesgo. Los afios de trabajo de los analisis de
ligamiento incorporaron sus resultados de mayor de interés a los
analisis de asociacion de genes candidatos (Burmeister et al. 2008),
aproximacion ya propuesta por Rish y Merikangas como opcién con
mayor posibilidad de éxito en patologias complejas.

En la actualidad, los estudios de ligamiento se reducen a un menor
numero y su utilidad reside en la capacidad de detectar multiples alelos
de riesgo raros. Ante la oleada de estudios de asociacion basados en
analisis de variantes comunes que sera comentada a continuacion, los
estudios de ligamientos todavia ofrecen algo de luz en la busqueda de
variantes raras que se segregan en linajes concretos. El abaratamiento
de las tecnologias de secuenciacion masiva con sus multiples ventajas
comienza, por otra parte, a desequilibrar la balanza a la hora de
seleccionar una metodologia de aproximacion.

1.2.3 Genes candidato
1.2.3.1 Introduccién

Otra de las aproximaciones desarrolladas en el campo con el
fin de dilucidar la etiologia de los trastornos mentales son los estudios
de asociacion de genes candidatos. Ante el lento proceso de los estudios
de ligamiento de escaneo de genoma completo, un gran nimero de
estudios se centraron en esta estrategia (Plomin 2005). Ademas, los
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estudios de asociacion de genoma completo todavia no habian sido
desarrollados, por lo que los estudios se limitaban a analizar un menor
numero de variantes seleccionadas a priori (Smoller 2017), conocidas
como variantes asociadas a genes candidatos. Un gen candidato puede
ser seleccionado, normalmente, en funcién de cierto conocimiento
previo adquirido mediante estudios de ligamiento, que detectaron
regiones cromosomicas de potencial interés, o en base a la evidencia de
que el gen en cuestiéon podria jugar un papel en la fisiopatologia del
fenotipo (Malhotra & Goldman 1999). Este tipo de analisis se extendio
aproximadamente durante una década en psiquiatria, comenzando en
1996 hasta co-existir con los estudios de asociacion de genoma
completo (GWAS, Genome-wide Associations Studies) (Burmeister et
al. 2008). A diferencia de los estudios de ligamiento, los analisis de
asociacion buscan la existencia de una asociacion simple. Su
planteamiento méas sencillo consiste en establecer dos conjuntos de
individuos, casos y controles, y determinar las frecuencias alélicas y
genotipicas de variantes interrogadas en el estudio. En caso de existir
una distribucion de frecuencias divergente entre ambos grupos, ésta
puede ser detectada y calculada con el fin de conocer su riesgo relativo
(Zondervan & Cardon 2007; Burmeister et al. 2008 Clarke et al. 2011).

1.2.3.2 Bases metodoldgicas y estadisticas de la asociacion

Los marcadores frecuentemente analizados en este tipo de
estudios son los SNPs. Este marcador genético, que consiste en un Gnico
locus bialélico con los alelos “A” y “a” con los siguientes genotipos
posibles: “AA”, “Aa” y “aa”. La penetrancia de la enfermedad asociada
con un genotipo determinado es el riesgo a sufrir la enfermedad en los
individuos portadores del genotipo. Los modelos estandar de
penetrancia de la enfermedad incluyen modelos multiplicativos,
aditivos, recesivos y dominantes (Clarke et al. 2011). La asociacion
debe ser cuantificable mediante algun indice o magnitud que informe
del grado de asociacion y de su significacion estadistica. Una medida
bastante intuitiva y extendida de la medida de la fuerza de asociacion
es el riesgo relativo, que compara la penetrancia de la enfermedad entre
individuos expuestos a diferentes genotipos. En el caso del
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planteamiento mas sencillo, caso control, la medida mas extendida es
el OR (razén de dos cocientes). Esta medida informa, en funcion de la
desviacion de la unidad, si un alelo esta confiriendo riesgo (OR>1) o
proteccion (OR<1) (Clarke et al. 2011). La obtencion de esta medida se
basa en la probabilidad de que el alelo “A” esté presente en el grupo de
casos o en el de controles, calculdndose de la siguiente forma:

Casos portadores del alelo A
Casos no portadores del alelo A
Controles portadores del alelo A
Controles no portadores del alelo A

OR =

El valor de esta medida no informa de la significacion estadistica
de la asociacion analizada en cuestién. Bajo la hipétesis nula de “no
asociacion con la enfermedad”, las frecuencias relativas del alelo o
genotipo entre el grupo control y el grupo de casos deberian ser las
mismas y las diferencias encontradas son debidas al error aleatorio
propio de la distribucion. La prueba estadistica para contrastar la
hipétesis nula en los estudios de asociacion suele ser la prueba “chi-
cuadrado” (y?). La hipotesis alternativa seria la existencia de asociacion
debido a que las diferencias detectadas en las frecuencias no pueden ser
explicadas por azar para un nivel de significacion o determinado. Otros
modelos mas complicados son analizados mediante regresion logistica,
al ser necesario incluir en los anélisis covariables de ajuste del rasgo
complejo a analizar (Cardon & Bell 2001; Zondervan & Cardon 2007;
Clarke et al. 2011).

Un resultado significativo en una prueba de asociacion rara vez
implica que el SNP analizado influya directamente en el riesgo a sufrir
el trastorno, enfermedad o rasgo. La asociacion puede ser directa,
indirecta o espuria.

- Asociacion directa: Este tipo de asociacion, también
conocida como causal, se presenta cuando los alelos del locus
analizado estan relacionados con la etiologia de la enfermedad.
En esta condicion, la via de actuacion sera normalmente una ruta
bioldgica de desarrollo de la enfermedad. La asociacion causal
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de este tipo de variantes no suele ser determinante per se para el
desarrollo de la enfermedad, por el pequefio efecto del SNP en
cuestion.

- Asociacion indirecta: Este tipo de asociacion, también
conocida como no causal, se presenta cuando el alelo en el locus
analizado estad en desequilibrio de ligamiento (LD, Linkage
Disequilibrium) con el locus causal (el concepto genético de LD
sera desarrollado en profundidad a continuacion). Una situacién
de LD entre los dos loci indica que ambos estan ligados y
segregan de forma conjunta en mayor o menor grado, debido a
la existencia de un bloque comun para ambos definido por el
patrén de recombinacion.

- Asociacién espuria: Este tipo de asociacion puede
ocurrir como consecuencia de la calidad de los datos, del
muestreo estadistico o de la presencia de estratificacion
poblacional 0 mezcla genética (Anderson et al. 2010; Clarke et
al. 2011). La estratificacion poblacional se presenta cuando
casos y controles son seleccionados de distintas poblaciones de
forma no proporcional (Cardon & Palmer 2003; Freedman et al.
2004). La asociacion, entonces, es una caracteristica de la
estructura de la poblacion ya que las frecuencias alélicas
pueden diferir entre poblaciones humanas por lo que es
necesario su control mediante componentes principales o
escalamiento multidimensional (Anderson et al. 2010). La
mezcla genética se presenta en una poblacién cuando su
composicion genética ha recibido una aportacion de uno 0 mas
grupos poblacionales distintos en un pasado reciente
(Hellendtal et al. 2014).

Otro foco de irregularidades en los estudios se basa en su disefio
(Malhotra & Goldman 1999; Cardon & Bell 2001; Merikangas & Risch
2003) que si no es realizado con detalle y presenta deficiencias, puede
conllevar  resultados inconsistentes con las  consecuentes
interpretaciones erroneas (Hattersley & McCarthy 2005). Los errores
derivados de esta situacion son los “errores de tipo I” y “tipo 11, muy
extendidos en los estudios de asociacion de genes candidatos con
importantes problemas de replicacion de resultados (Sullivan 2003;
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NCI-NHGRI Working Group on Replication in Association Studies
2007; Farrell et al. 2015):

- Error de tipo I: También denominados falsos positivos,
implican el rechazo de la hipotesis nula cuando la “no
asociacion” es verdadera. Este tipo de errores presentan tres
causas principales:

0 Laexistencia de un sesgo de cara a la publicacion
de estudios de asociacion con resultados positivos frente
a negativos, problema inherente a al sistema de
publicaciones cientificas actuales (Sullivan 2003;
loannidis et al. 2008; Duncan & Keller 2011).

o El azar. A pesar de incluir un umbral de
significacion, siendo 0<0,05 el mas extendido por
defecto, es posible obtener resultados espurios por
simple probabilidad, ya que las diferencias observadas
podrian ser debidas al azar en un 5% de los eventos. A
un gran numero de pruebas (multiples comparaciones),
aumenta la probabilidad de obtener un resultado
significativo por azar. Existen un gran numero de
métodos de correccibn para estas situaciones:
Bonferroni, tasa de error familiar (FWER, Family-wise
Error Rate), permutaciones caso-control o tasa de
descubrimientos falsos (FDR, False Discovery Rate)
(Dunn 1961; Westfall & Young 1993; Benjamini &
Hochberg 1995). Los de uso mas extendido seran
desarrollados en el sub-apartado “Estudios de asociacion
de genoma completo”.

o Estratificacion poblacional, previamente
comentada.

- Error de tipo Il: También denominados falsos negativos,
implican la aceptacion de la hip6tesis nula cuando esta es falsa.
Este tipo de errores presentan dos causas principales que residen
en el disefio del estudio:

o Insuficiente potencia estadistica por tamafio
muestral insuficiente. La capacidad de inferir la potencia
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estadistica de un estudio antes de su realizacion permite
calcular la capacidad de deteccion de asociaciones de
interés (loannidis et al. 2008; Clarke et al. 2011).

o Clasificacion incorrecta del fenotipo. La
seleccion de individuos para la conformaciéon de las
muestras de casos y controles debe seguir altos
estandares de calidad, con el fin de adquirir un conjunto
muestral homogéneo. Para un gran nimero de trastornos
complejos o de dificil fenotipo se ha propuesto el uso de
endofenotipos. EI término, introducido en 1972
(Gottesman & Shields 1972), hace referencia a la
division del fenotipo original en sintomas conductuales
0 cognitivos que conforman fenotipos mas estables, con
la premisa o suposicion de una conexioén mas directa con
la etiologia genética por un menor ndmero de variantes
implicadas respecto a la enfermedad compleja, con la
consiguiente mejora del manejo de los datos genéticos
(Gottesman & Gould 2003). Esta estrategia se ha
extendido en psiquiatria en las aproximaciones de genes
candidatos (Gottesman & Gould 2003; Walters & Owen
2007).

1.2.3.3 Resultados de la estrategia

En psiquiatria, tras asentarse esta aproximacion de analisis, el
flujo de estudios fue enorme (Sullivan 2017). La limitada comprension
de la base bioldgica de los trastornos psiquiatricos implicé que casi
cualquier gen podria ser un candidato (Smoller 2017). La mayoria de
los estudios se centraron en genes codificantes de receptores,
transportadores 'y enzimas involucradas en sistemas de
neurotransmisién, y pronto se alcanzé un ritmo de publicacion
frenético, con més de un articulo diario (Munafo & Flint 2004; Smoller
2017).

La etiologia de practicamente todos los trastornos y sindromes del
espectro de la salud mental ha intentado ser desentrafiada por los
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estudios de genes candidatos. Por lo tanto, el arrollador nimero de
estudios publicados impiden una revision exhaustiva de los resultados.
El tono general de las revisiones de estos analisis y los grandes meta-
analisis de resultados previos arrojan una idea extendida: los estudios
de genes candidatos generaron un gran interés, pero su éxito fue muy
limitado, con enormes problemas de replicacidn que dieron lugar a una
inmensa mayoria de falsos resultados positivos. La perpetua dificultad
de los estudios de asociacion de genes candidatos en psiquiatria se ha
debido principalmente a estudios con potencia insuficiente por su
tamafo muestral (Munafo 2006), incluso cuando iniciativas de gran
tamano lo han intentado de manera inconsistente (Hamer 2002). Este
frustrante marco se extiende a multiples patologias fuera del margen de
la salud mental (Lohmueller et al. 2003), como demostraron algunos de
los primeros andlisis extensivos de asociaciones de genes candidatos
mediante variantes comunes en enfermedades complejas (Hirschhorn et
al. 2002): de un total de 600 asociaciones positivas la mayoria no eran
robustas, ya que solamente 166 asociaciones fueron replicadas tres o
mas veces y solamente 6 fueron consistentes. Los metaanalisis son
herramientas de gran potencia para el analisis conjuntos de maltiples
resultados de un conjunto de estudios previos. Ademas, por los
problemas producidos por la estratificacion poblacional comentados
previamente, los meta-andlisis constituyen un esfuerzo extra para la
deteccion de heterogeneidad poblacional o étnica en estudios de
asociacion (loannidis et al. 2001; loannidis et al. 2003). Pero la
fortaleza de los meta-anélisis reside en la calidad de los estudios
Ilevados a cabo en primer término, por lo que en si no conforman una
estrategia de reemplazo con potencia adecuada (Munafo & Flint 2004).
De todas formas, son aproximaciones de gran interés para la
reevaluacion de resultados previos de genes candidatos al igual que la
comparacion con resultados obtenidos en GWAS. Son mudltiples los
ejemplos en la literatura, que a pesar de detectar alguna sefial
significativa replicada tienden a sefialar al desacierto general:

- En esquizofrenia, Sander y colaboradores (Sander et al.
2008), tras analizar los 14 genes candidatos méas robustos en la
literatura que despertaron un gran interés y esfuerzo
investigador, no encontraron sefales significativas. Farrell y
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colaboradores (Farrell et al. 2015), realizaron un exhaustivo
andlisis de 25 variantes de enorme interés mediante meta-
analisis, la comparacion con estudios de gran tamafio actuales y
un recorrido por los estudios de asociacion clasicos y sus
investigadores de referencia. El estudio concluy6 que, sobre la
evidencia empirica actual, “la literatura histérica de genes
candidatos no produjo una comprensién clara de la base
genética de la esquizofrenia” a pesar de marcar los primeros
pasos en el terreno de la genética del trastorno.

- En depresion mayor un buen ejemplo se encuentra en
Bosker y colaboradores (Bosker et al. 2011), donde comparan
los resultados del GAIN MDD GWAS con los genes candidatos
sefialados histéricamente como asociados significativamente
con la enfermedad. De los 55 genes candidatos, solamente
cuatro fueron confirmados.

- En trastorno por déficit de atencién e hiperactividad, un
buen ejemplo reside en el meta-andlisis realizado por Gizer y
colaboradores (Gizer et al. 2009), donde a pesar de mostrar
cierto optimismo ante alguna sefial de asociacion confirmada,
sefialaban la falta de homogeneidad y replicabilidad general en
las decenas de estudios llevados a cabo.

- En los trastornos de espectro autista, Freitag muestra en
su extensiva revision de la literatura cientifica el caracter
problematico de la falta de replicacion extendida. Sefialando
también los éxitos alcanzados en el campo, algo mas numerosos
que en otros trastornos debido a la arquitectura del trastorno
(Freitag 2007).

- La busqueda de genes candidatos no se restringio a la
busqueda de variantes asociadas a un Unico trastorno
psiquiatrico o endofenotipo, sino que otros enfoques mas
amplios y espectrales fueron desarrollados. Algunos de estos
andlisis se centraron en las fronteras entre trastornos, con el
analisis de variantes de efecto pleiotrépico. El surgimiento de
sefiales de asociacion en genes similares en distintos trastornos
psiquiatricos llam6 la atencién de numerosos grupos de
investigacion. EI optimismo inicial se apag6 por los mismos
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problemas de replicacion generalizados comentados
anteriormente (Smoller 2013).

- Estudios de interacciones gen-ambiente candidatas no
han resultado muy fructiferos ante la falta de replicacion vy al
sesgo de publicacion (Duncan & Keller 2011).

A pesar de las indicaciones para considerar con cautela los
resultados positivos detectados de manera inicial por su potencial
origen en la casualidad, sesgo, problemas de analisis o interpretacion
(Buchanan et al. 2006; loannidis 2006), los falsos positivos se
extendieron en la literatura del campo de la genética psiquiatrica. La
justificacion més extendida de la falta de replicacion se resume en dos
argumentos: aceptar los resultados por su marco bioldgico, a pesar de
“la falacia de la plausibilidad biologica”, como garantia per se o
justificar la divergencia de resultados por una posible arquitectura
compleja con el fin de minimizar el peso de las falsas asociaciones
positivas (Sullivan 2003). Aunque parte de las justificaciones podrian
ser consideradas como ciertas por las evidencias actuales, la
heterogeneidad de locus o la heterogeneidad etiolégica no conforman
una causa firme de la falta de éxito de los estudios de asociacion de
genes candidatos. Diversos autores resaltaron el esfuerzo dedicado, el
coste excesivo y los pobres resultados de la investigacion basada en
genes candidatos, con criticas al disefio y enfoque de una gran parte de
los estudios y a la estrategia en general (Johnson et al. 2017; Sullivan
et al. 2018).

Tras diez afios desde la publicacion del articulo de Risch y
Merikangas en 1996, el panorama general del campo de la genética
psiquiatrica no mostraba claros caminos abiertos por los estudios de
asociacion de genes candidatos. Pero el abaratamiento considerable de
las tecnologias y los grandes pasos dados por importantes proyectos
masivos internacionales abrieron de nuevo la oportunidad de avance
(Smoller 2017). La aproximacion libre de hipdtesis basada en GWAS
se establecié como herramienta dominante en la bisqueda conjunta de
un gran numero de polimorfismos genémicos (Maier et al. 2018).
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1.2.4 Estudios de asociacion de genoma completo
1.2.4.1 Introduccion

Los GWAS son una aproximacion libre de hipotesis previa que
implica el andlisis de un amplio conjunto de variantes comunes
potencialmente asociadas a un fenotipo de estudio. EI propio GWAS es
un elemento generador de hipdtesis que, a diferencia de la aproximacién
clasica de asociacion basada en genes candidatos, puede inferir
informacion masiva de un gran nimero de marcadores. Para cada
variante del genotipo obtenido se realiza un test de asociacion,
empleando las mismas herramientas estadisticas ampliadas respecto a
los estudios de asociacion de genes candidatos. Tras una asociacion
significativa o de potencial interés, el esfuerzo investigador puede ir
dirigido al anélisis concreto de una hipotesis bioldgica o a la generacion
de modelos para detectar y prevenir una patologia.

Los dos primeros GWAS fueron publicados en 2005 y 2006
analizando la genética de la degeneracién macular asociada a la edad
(Klein et al. 2005; Dewan et al. 2006). Pero el primer GWAS de gran
tamano y disefio cuidado fue publicado en 2007 (Wellcome Trust Case
Control Consortium 2007), analizando 14000 casos de siete patologias
y 3000 controles compartidos. La importancia de este estudio en el
marco de la investigacion gendmica en psiquiatria reside en tres puntos:
una de las siete patologias analizadas era el trastorno bipolar, confirmé
la importancia de importantes tamafios muestrales para la deteccién de
pequerios tamafos de efecto en las variantes analizadas y supuso la
primera aproximacion estandarizada y masiva con el empleo de chips
de genotipado de amplia cobertura (Visscher et al. 2012).

Esta nueva estrategia, basada en el genotipado de miles de SNPs
que representan una gran parte de la variacion comdn existente, surgié
tras la secuenciacion de la totalidad del genoma humano (International
Human Genome Sequencing Consortium 2001; Venter et al. 2001) y el
mapeo de un importante numero de SNPs distribuidos por todo el
genoma. El abaratamiento de las tecnologias de genotipado junto a la
oportunidad de examinar variantes de riesgo comunes con alta

32



Introduccion

resolucion revoluciono el campo (Hirschhorn & Daly 2005; Sullivan et
al. 2018).

La hipoétesis “enfermedad comdn - variante comun” (CDCV,
Common Disease — Common Variant), es la base principal en la que se
establecio el interés en el analisis conjunto de un gran nimero de
variantes comunes (Hemminki et al. 2008). El origen de esta hipdtesis
es un conjunto de publicaciones clave (Lander 1996; Risch &
Merikangas 1996; Collins et al. 1997; Chakravarti 1999; Reich &
Lander 2001). CDCV, como hipétesis, plantea que las variaciones
genéticas frecuentes en la poblacién general, con una penetrancia
relativamente baja, son las contribuyentes principales a la
susceptibilidad genética de las patologias comunes (Schork et al. 2009).

Los distintos estudios clave no realizaron una prediccion del
numero de loci de riesgo involucrados o del tamafio del efecto, sino que
sefialaban hacia la frecuencia de estas variantes (Lander 1996; Reich &
Lander 2001) o puntos esenciales a nivel experimental y estadistico
para el anlisis de estas variantes (Risch & Merikangas 1996). Algunos
autores consideran que Reich y Lander (Reich & Lander 2001), sin
defender la hipdtesis CDCV por completo, proporcionaron “una
perspectiva teorica” o “marco” del espectro alélico y sus frecuencias
compatible con un gran nimero de patologias (Schork et al. 2009).
Todos estos estudios de referencia tienen en comun la capacidad
predictiva de la “era de GWAS” antes de la publicacién de las
iniciativas que abrieron el camino a la investigacion genomica y al
desarrollo de las tecnologias que la hicieron posible (Visscher et al.
2012, Five years GWAS). Ademas del numero de variantes
potencialmente involucradas en este modelo, algunas de las cuestiones
inherentes a la hipotesis CDCV, previas a los resultados de GWAS, son
resumidas por Becker (Becker 2004): “;Los factores genéticos
comunes son especificos de una Unica patologia?, ¢cuales son los
efectos de esos alelos involucrados cuando estdn en distintas
combinaciones alélicas o ante distintas influencias ambientales o
epigenéticas? o si el riesgo de estas variantes es dado en contextos
concretos ¢cual es su efecto en contextos sin riesgo?”.
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Esta hipdtesis tambien recibio diversas criticas desde su
planteamiento, como las aportadas por Pritchard (Pritchard 2001). El
autor se inclinaba hacia un modelo centrado en la existencia de un
conjunto de variantes raras de mayor efecto, justificado en los procesos
operativos poblacionales de los que la especie humana es objeto
(Schork et al. 2009). La hipotesis para patologias comunes basada en
variantes raras se denomina “enfermedad comuln - variante rara”
(CDRV, Common Disease — Rare Variant). Esta propone una
arquitectura genética basada en multiples variantes raras que, con su
mayor penetrancia, contribuyen a la susceptibilidad genética de las
enfermedades comunes. El debate existente entre seguidores de una u
otra hipotesis es clave tanto para comprender la naturaleza de las
patologias comunes como las estrategias de exploracion de las mismas
(Schork et al. 2009). Ambas hipdtesis no son mutualmente exclusivas
(Goldstein & Chikhi 2002), pero distintos investigadores tendieron a
decantarse por una u otra opcién a lo largo de la investigacion
gendmica.

El avance del analisis de variacion comdn en psiquiatria reside, en
gran medida, en el esfuerzo colaborativo internacional surgido en el afio
2009 con el nombre de Psychiatric Genomics Consortium (PGC)
(Cichon et al. 2009; Craddock et al. 2009; Psychiatric GWAS
Consortium Steering Committee 2009). Esta iniciativa, todavia activa y
en proceso de crecimiento, ha realizado gran parte de las mayores
aproximaciones a la genética psiquiatrica comun analizando
masivamente cientos de miles de individuos de distintas patologias
psiquidtricas (Sullivan et al. 2018). Las caracteristicas del PGC y la
accesibilidad a sus datos son comentadas en “Materiales y Métodos”.

1.2.4.2 Capturando la variacion genética comdn

Para la realizacion de un GWAS es necesario conocer la
localizacion y densidad de la variacion genética mas comun en el
genoma humano, los SNPs. La publicacion de un mapa inicial formado
por 1,42 millones de SNPs al unir las iniciativas The SNP Consortium
y analisis de variacion en los datos obtenidos a partir del International
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Human Genome Consortium (Sachidanandam et al. 2001) y el
establecimiento de un catdlogo publico estandarizado y ordenado de
esta variacion (Sherry et al. 1999; Sherry et al. 2001) denominado
dbSNP puso al alcance de los investigadores una “herramienta
genética”. Ademas, el creciente nimero de iniciativas permitié conocer
las diferencias en la variacion genética especifica de las distintas y
principales poblaciones humanas (Bush & Moore 2012). Por ultimo,
esta variacion capturada necesitaba un mapa haplotipico del genoma
humano que informase de la estructura y correlacion existente entre la
variacion genética comun recién detectada y publicada con el fin de
sortear la informacion redundante en los estudios de asociacién (Reich
et al. 2001). Esta iniciativa, que comenzé en 2002, caracterizo el LD
existente a lo largo del genoma humano (International HapMap
Consortium 2005) a lo largo de sus distintas fases, ampliando
secuencialmente el numero de variantes incluidas y las poblaciones
disponibles en esta base de datos de acceso publico (International
HapMap Consortium 2007; The International HapMap 3 Consortium
2010). La disposicion de la estructura haplotipica del genoma humano
fue indispensable para el desarrollo de estudios de asociacion dirigidos
y equilibrados a través de los patrones de LD (Hirschhorn & Daly
2005). Posteriormente, la caracterizacion haplotipica del genoma
humano fue mejorada con distintas iniciativas como el proyecto 1000
Genomas en sus distintas fases (1000 Genomes Project Consortium
2010; 1000 Genomes Project Consortium 2012; 1000 Genomes Project
Consortium 2015; Sudmant et al. 2015) o el panel de referencia
Haplotype Reference Consortium (McCarthy et al. 2016) con mas de
39 millones de SNPs incluidos.

1.2.4.3 Desequilibrio de ligamiento

El LD puede implicar una asociacion no independiente de
alelos en dos o més loci. Los bloques haplotipicos varian entre
poblaciones en funcion de sus historias demograficas concretas (cuellos
de botella poblacionales, mezclas con otras poblaciones, expansiones,
mutaciones, seleccion, etc.). En una familia, los eventos de
recombinacion, generacion tras generacion, fracturan segmentos
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cromosomicos. Este efecto es amplificado a lo largo de generaciones.
En teoria, si este evento recombinatorio ocurriese consecutivamente
hasta fragmentar todos los haplotipos presentes que contienen alelos
correlacionados, todas las variantes se encontrarian en equilibrio de
ligamiento (Bush & Moore 2012). Pero en el genoma humano, las
distintas poblaciones muestran bloques no afectados durante la
recombinacion meidtica con importantes diferencias poblacionales: la
poblacion africana muestra una mayor diversidad haplotipica respecto
al resto de poblaciones humanas, debido al cuello de botella sufrido tras
la expansion del ser humano por el planeta (Tishkoff & Verrelli 2003;
Noonan et al. 2006). Esta diversidad haplotipica diferencial entre
poblaciones implica distintos tamarios de los bloques haplotipicos:
menores en poblaciones africanas o descendientes recientes de la
poblacion africana respecto a poblaciones europeas o asiaticas (Bush &
Moore 2012).

El LD es un parametro cuantificable para el cual existen diversas
formas de estimacion y cada una captura distintas caracteristicas de la
asociacion no aleatoria (Devlin & Risch 1995; Wang et al. 2005;
Slatkin 2008). Las dos méas empleadas en estudios de asociacion son D’
y r2 (Bush & Moore 2012), pero todas estan basadas en “D”, coeficiente
que mide diferencias de frecuencias haplotipicas esperadas Yy
observadas a partir de cada alelo.

- D’ es un estimador extendido en genética de poblaciones
con escala entre 0 y +1. Cuando D’ presenta un valor igual a +1
indica un patrén de LD completo, en el que las variantes en el
blogue haplotipico segregan siempre juntas, mientras que D’
con un valor igual a 0 indica un completo equilibrio de
ligamiento. El célculo de D’ se basa en la division de D
(coeficiente que mide diferencias de frecuencias de haplotipos
observadas y esperadas de cada alelo) entre el valor maximo
(cuando D>0) o minimo (D<0) que puede alcanzar D.

- r? es un estimador muy extendido en analisis genéticos.
Es maés restrictivo que D’ y esta inversamente relacionado con
el tamafio muestral requerido en estos analisis. Altos niveles de
este estimador indican que dos SNPs transmiten informacion
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similar, ya que un alelo de un SNP esta asociado al alelo de otro
SNP, indicando el nivel de redundancia estadistica entre
informacion inferida de esas variantes. Esta caracteristica
permite que solamente la informacidn de un alelo de las distintas
variantes a un r? tenga que ser capturada o genotipada para
inferir informacion del resto de variantes, englobando la
variabilidad haplotipica. La inferencia sistemética se denomina
imputacion de variantes.

Cuando el patron poblacional de LD es conocido, solamente es
necesario genotipar una fraccion del nimero total de variantes. Estas
variantes informativas reciben el nombre de “tag SNPs” y capturan la
mayoria de la variacion comin de cada region (Johnson et al. 2001).
Los tag SNPs pueden diferir entre poblaciones y su correcta seleccion
implica reduccién de costes con baja pérdida de potencia (de Bakker et
al. 2005).

La asociacion de una variante analizada puede reflejar dos
situaciones distintas: asociacion directa (donde el SNP genotipado es
funcional e influye biologicamente al fenotipo estudiado) o asociacién
indirecta (el tag SNP genotipado no presenta una relacién causal con el
genotipo pero muestra un importante LD con la variante causal) (Bush
& Moore 2012).

1.2.4.4 Diseio del estudio

Los fenotipos aptos para el analisis mediante GWAS
responden a dos modelos: categdrico (caso-control) o cuantitativo
(Hirschhorn & Daly 2005; Bush & Moore 2012). En psiquiatria, la
aproximacion més extendida o comin compara una muestra de
individuos no afectos con una muestra de individuos con el trastorno.
Esto es debido a que en los trastornos mentales, el modelo nosoldgico
actual clasifica a los individuos de forma binaria (Owen 2014; Artigas-
Pallarés & Paula-Pérez 2015). Otro enfoque posible es el que emplea
trios, con los progenitores y su descendiente analizados. Sin embargo,
esto no implica que la nosologia actual impida realizar anélisis en base
a rasgos cuantitativos. Aungue menos extendidos, los estudios que
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emplean informacion cuantitativa también son desarrollados para
multiples trastornos o rasgos de la personalidad (p.ej. escalas de
impulsividad, unidades de alcohol consumido, etc.). Ambas
aproximaciones permiten inferir informacion genética de cualquier
rasgo humano, pero en términos generales, el andlisis de rasgos
cuantitativos en el marco de susceptibilidad continuo suele aportar una
clasificacion mas ajustada (Bush & Moore 2012).

Distintos factores pueden influir en la potencia estadistica de los
estudios genéticos de enfermedades complejas: aquellos que no
dependen del control y disefio del estudio (complejidad de la
arquitectura genética del fenotipo, frecuencias y tamarfio del efecto de
los alelos, la estabilidad del fenotipo y las caracteristicas genéticas no
ajustables de la poblacion de estudio) y aquellos controlables (seleccion
de individuos, tamafio muestral, medidas fenotipicas y genotipicas y
métodos para el control de calidad o analisis estadisticos) (Sham &
Purcell 2014):

- Tamafio muestral: El ndmero de variantes asociadas
significativamente esta fuertemente correlacionado con el
tamario de la muestra analizada (Hirschhorn & Daly 2005; Sham
& Purcell 2014). Con un conjunto suficiente de casos y una
muestra control adecuada, un umbral de significacidn puede ser
superado y, debido a la correlacion tamafio-nimero de variantes
detectadas, al incrementar el numero de muestras asi lo hara el
de asociaciones significativas (Visscher et al. 2012). El grado
de correlacion esta definido en parte por la naturaleza de la
arquitectura genética subyacente (Sham & Purcell 2014).
Algunos trastornos psiquiatricos presentan una arquitectura
genética que permite la deteccion de variantes asociadas
empleando un menor nimero de muestras respecto a otros de
naturaleza méas heterogénea, pero a partir de un tamafio muestral
suficiente la relacion pasa a ser lineal (Sullivan et al. 2018). La
muestra requerida para la deteccién de una variante genética
concreta esta determinada por la frecuencia alélica y tamafio del
efecto de la variante.
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- Frecuencia alélica: La frecuencia de un alelo determina
la potencia estadistica. Una variante rara tiene una menor
probabilidad de encontrarse en LD con una variante comun
incluida en un chip comercial y, ademas, dos loci con grandes
diferencias de frecuencia presentan un patrén de LD
necesariamente bajo (Sham & Purcell 2014).

- Chip/Array: Latecnologia de genotipado empleada debe
ajustarse a las caracteristicas poblacionales, buscando aquellas
variantes que permiten incrementar la cobertura en funcién de
los patrones de LD (Sham & Purcell 2014). La seleccion de un
chip eficiente en el analisis del fenotipo deseado permite una
mejor inferencia, por lo que distintas consideraciones pueden
ser realizadas: ajuste del chip a la poblacion de estudio, ajuste
del chip a la patologia de estudio (arrays que incluyen variantes
especificamente susceptibles de informar sobre la arquitectura
genética subyacente) o ajuste a las regiones gendémicas de
interés (por ejemplo el empleo de un chip exdnico o uno con
mayor cobertura en regiones cromosémicas concretas).
Ademas, algunas casas comerciales muestran productos
configurables, donde la inclusion de variantes concretas de
interés para el investigador es posible.

- Fenotipo: Desde una perspectiva estadistica, los rasgos
cuantitativos mejoran la potencia para detectar un efecto
genético (Bush & Moore 2012). La seleccion de fenotipos
extremos (en el extremo de la distribucion normal) (Zabaneh et
al. 2018) o un conjunto especifico de individuos en base a la
estructura nosoldgica de la patologia (inicio temprano,
importante carga familiar, etc.) también son estrategias de
interés (Sham & Purcell 2014). Por ultimo, aquellos estudios
longitudinales con mdltiples medidas del mismo fenotipo en
distintos puntos temporales o el empleo conjunto de fenotipos
distintos altamente correlacionados genéticamente entre si,
podrian reducir el efecto de las fluctuaciones temporales y
distintos errores de medida (Sham & Purcell 2014).

- Poblacion: Ademas de una seleccion cuidada de
individuos para minimizar la estratificacion poblacional (Kohler
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& Bickeboller 2006), el uso de poblaciones aisladas concretas
puede ser una ventaja debido a la mayor homogeneidad entre
individuos expuestos, ademas, una menor variabilidad
ambiental (Hirschhorn & Daly 2005).

- Control de calidad: Seguir un protocolo de control de
calidad permite mejorar la potencia estadistica para detectar
asociaciones verdaderas. Con parametros ajustados a las
caracteristicas propias del estudio (Anderson et al. 2010) el
protocolo debe: excluir individuos altamente emparentados,
identificar individuos con sexo discordante, identificar
individuos con elevada ratio de genotipos perdidos o
heterocigosidad, detectar individuos duplicados, reconocer
individuos con ancestralidad discordante, identificar
marcadores con una elevada ratio de genotipos perdidos,
reconocer marcadores con importante desviacion del equilibrio
Hardy-Weinberg, identificar variantes con distinta ratio de
genotipacidon entre casos y controles y eliminar aquellas
variantes con una frecuencia del alelo menor muy baja.

1.2.4.5 Imputacion de variantes

La imputacion de genotipos es otra de las vias para mejorar la
potencia de un GWAS y su empleabilidad posterior. Este término
describe el proceso de predecir genotipos que no han sido directamente
evaluados por el chip utilizado en el estudio (Marchini & Howie 2010).
En este proceso, la inferencia de genotipos no genotipados en primera
instancia se basa en explotar los patrones de LD conocidos y las
frecuencias haplotipicas obtenidas a partir de HapMap, 1000 Genomas
o Haplotype Reference Consortium entre otros paneles de referencia (Li
et al. 2009; Das et al. 2016). Este proceso puede ser centrado en una
region especifica, con el fin de lograr un mapeado detallado, o puede
ser llevado a cabo a lo largo del genoma (Marchini & Howie 2010).

La imputacidon de variantes en muestras no emparentadas se realiza
en varias fases y sobre varias premisas. Este conjunto de individuos
debe presentar un conjunto de variantes tipadas distribuidas por el
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genoma Yy los haplotipos de estos individuos seran semejantes por
descendencia. Tras computar los haplotipos presentes en los individuos
estudiados para estimar sus frecuencias haplotipicas, el proceso de
imputacién de variantes comienza con un genotipo parcial que busca
ser “completado”. Los distintos algoritmos que tratan de inferir esta
informacién “perdida” presentan diferencias en sus aproximaciones,
pero todos ellos buscan en los individuos analizados el mosaico
haplotipico basado en el panel de referencia (Marchini & Howie 2010).
Existe una gran diversidad de programas informaticos para la
imputacién de variantes, los cuales presentan distintas metodologias y
mejoras 0 implementaciones. La imputacion de genotipos es un proceso
con una importante carga computacional que requiere el acceso a
supercomputadores y precisa una cantidad de tiempo variable, que
depende del nimero de muestras y el método empleado. Muchos de
estos programas buscan reducir las necesidades computacionales sin
perder precision. Algunos de los mas novedosos permiten la
automatizaciéon parcial del proceso mediante el uso de servidores
externos, con el consiguiente ahorro temporal y simplificaciéon del
procedimiento bioinforméatico (Das et al. 2016). Algunos de los
distintos programas de uso mas extendido son las distintas versiones de
IMPUTE (Marchini et al. 2007; Howie et al. 2009), Beagle (Browning
& Browning 2016; Browning et al. 2018) o minimac (Howie et al.
2012; Fuchsberger et al. 2015; Das et al. 2016).

Los genotipos son imputados con incertidumbre, que debera ser
considerada en analisis posteriores, produciendose una distribucion de
probabilidad entre genotipos posibles. Esta situacién es producida
cuando los haplotipos de la muestra estudiada coinciden con varios
haplotipos de referencia. Tras la imputacién, la calidad de los genotipos
imputados debe ser considerada con el fin de evitar aquellos que no
superen un umbral de calidad minimo. La potencia estadistica para
detectar la potencial asociacion de estos SNPs depende de su calidad de
imputacion (Marchini & Howie 2010; Bush & Moore 2012).

Este genotipo mas extenso permite mejorar ciertos aspectos de la
prediccion gendémica en la que se centran los GWAS. Por una parte
permite poner el foco detallado en regiones concretas ya que permite
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mejorar la resolucion genotipica, implicando una mayor probabilidad
de detectar la variante causal. Ademas, los genotipos imputados pueden
permitir una mayor potencia de deteccion de variantes asociadas a un
fenotipo concreto. Asimismo, esta mayor resolucion genotipica mejora
en gran medida dos aproximaciones: meta-andlisis de datos de GWAS
y calculos de puntuaciones de riesgo basadas en modelos poligénicos.
Estas dos aproximaciones emplean informacion genotipica de distintas
muestras, que pueden mostrar importantes diferencias en su disefio
entre estudios afectando al ndmero de variantes incluidas. Al
incrementar el nimero de variantes disponibles la probabilidad de
solapamiento genotipico aumenta, permitiendo la inclusion de un
mayor ndmero de variantes con el consecuente incremento de
informacion analizada. Por ultimo, cabe indicar que la imputacion
acertada de variantes raras es mas compleja que la imputacion de
variantes comunes. Las variantes raras presentan una menor
probabilidad de encontrarse en alto desequilibrio de ligamiento
respecto a variantes comunes, lo cual afecta directamente a la calidad e
imputacién (debido a su dependencia del LD existente) (Marchini &
Howie 2010; Sham & Purcell 2014). Algunos paneles de referencia
actuales de alta densidad permiten la imputacion de variantes con
frecuencias del 0,1-0,5% (McCarthy et al. 2016).

1.2.4.6 Correcciones para test multiples

Al genotipar un gran namero de variantes, el nivel de
significacion estadistico debe corregirse por el nimero de test
realizados. La aproximacion general se basa en las mismas premisas y
mecanismos de control comentados previamente en el apartado del
texto en el que se desarrollo el concepto de asociacion. Las dos
correcciones mas empleadas son:

- Correccion por Bonferroni: Esta aproximacion al control
por tests multiples es una de las mas sencillas y exigentes, ya
que reduce de forma sencilla el umbral de significacion acorde
al nimero de tests independientes llevados a cabo en el estudio
(Bush & Moore 2012; Sham & Purcell 2014). La correccién de
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Bonferroni ajusta el valor de a establecido al nimero “k” de
tests llevados a cabo (ocorregido=0/k). Risch y Merikangas
propusieron el valor 0=5x10® como el umbral conservador para
declarar una variante significativa a nivel genémico (Risch &
Merikangas 1996). Este umbral arbitrario responde al célculo
derivado de un estudio con las siguientes caracteristicas: que
incluya variacion comun en individuos de origen europeo, con
1000 casos y 1000 controles en los que se estiman un millon de
test de asociacion independiente (Sveinbjornsson et al. 2016).
Distintas aproximaciones y correcciones a este método han sido
propuestas para minimizar la arbitrariedad de esta correccion en
base a la incorporacion de informacidn de la magnitud del efecto
analizado, considerando los bloques de LD y la presencia de
singleton SNPs (SNPs que solamente informan de su propio
genotipo sin contribuir al célculo de genotipos del resto de la
regién cromosomica) o métodos basados directamente en las
dependencias de los resultados entre pares de alelos (Moskvina
& Schmidt 2008; Sveinbjornsson et al. 2016). En la actualizad,
el uso de 5x10® como umbral de significacion estadistica en
GWAS esta  extremadamente extendido, a pesar de su
arbitrariedad y el empleo de un mayor nimero de variantes
incluidas en los analisis o0 poblaciones concretas (Pe’er et al.
2008). Es el método més empleado.

- Tasa de descubrimientos falsos (FDR): Esta
aproximacion al control por multiples test es una estimacion de
la proporcion de resultados significativos que son falsos
positivos. Esta técnica estadistica, desarrollada por Benjamini 'y
Hochberg (Benjamini & Hochberg 1995), corrige para este
numero esperado de descubrimientos falsos, proporcionando
una estimacion del nimero de resultados verdaderos entre el
conjunto de resultados significativos. El uso de FDR esta menos
extendido que el de Bonferroni. El calculo del valor p corregido
se basa en realizar una ordenacion creciente de los resultados
significativos (p<0,05) en funcidn de su significacion estadistica
resultante del test de asociacién, asignando un rango a cada uno
(p.€j. al resultado mas significativo se le asigna el rango 1, al
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siguiente el 2, hasta completar todos los rangos). La estimacion
se basa en la siguiente formula:

l
Valor corregido = (E) X Q

Donde “i” es el rango asignado a cada resultado, “m” el
numero total de tests ordenados y “Q” la tasa de
descubrimientos falsos elegida (porcentaje). Andlogamente, el
método estadistico cuantil-cuantil captura y muestra
graficamente cuan cerca esta la distribucion de un conjunto de
datos a su distribucién “ideal”, comparando los valores de p
obtenidos vs los esperados (esta clase de representacion grafica
captura la misma informacién que el método FDR, sin ser un
resultado del mismo sino uno analogo) (Sham & Purcell 2014).

1.2.4.7 Resultados de la estrategia GWAS

En psiquiatria, el analisis mediante GWAS ha producido un
volumen de resultados de gran tamafo. Tras el primer GWAS en
trastorno bipolar (WTCCC 2007), el incremento en el nimero de
estudios ha seguido practicamente un patron exponencial, con cientos
de estudios publicados anualmente en los ultimos afios (Horwitz et al.
2018). El abaratamiento de la tecnologia y el acceso a cada vez mayores
colecciones muestrales permiten el avance de esta aproximacion. El
estudio de decenas de fenotipos, rasgos, conjuntos de sintomas y otras
medidas relacionadas con los trastornos psiquiatricos han permitido la
deteccion de cientos de loci significativos. Los fenotipos mas
comunmente analizados son aquellos determinados por la nosologia
actual: trastorno depresivo mayor, esquizofrenia, trastorno bipolar,
trastorno por deficit de atencion e hiperactividad, trastornos del
espectro autista, anorexia nerviosa, estrés post-traumatico, trastornos
por uso o abuso de sustancias, sindrome de Tourette o trastorno
obsesivo compulsivo entre otros. Otros fenotipos comdnmente
estudiados son aquellos relacionados con los principales rasgos de
personalidad, cognitivos, educativos o relacionados con patologias de
interés por su coocurrencia 0 *“cercania” clinica (patologias
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neuroldgicas o autoinmunes entre otras). El andlisis de fenotipos
basados o relacionados con sintomas o descriptores clinicos concretos
(agresividad, impulsividad, mania, neuroimagen, etc.), con la respuesta
a farmacos (agranulocitosis, resistencia, farmacocinética, etc.) o
subtipos/endofenotipos también ha aportado cierto avance al campo. La
comparacion entre casos y controles (0 entre casos y casos) con una
caracteristica clinica diferenciadora presenta ventajas a la hora de
detectar susceptibilidades de dominios especificos de la psicopatologia.
El andlisis de fenotipos desde la perspectiva cuantitativa, como se ha
comentado previamente, es de gran interés en una nosologia regida por
un sistema categorico. La combinacién de varios fenotipos o sintomas
de los mismos también esta aportando nuevas evidencias de peso para
el campo, asi como la comparacion entre patrones de resultados de
asociacion de diferentes diagnosticos.

Estos cientos de iniciativas han seguido un desarrollo desigual, con
mayor 0 menor recorrido y éxito. El campo, al igual que la mayoria de
la investigacion gendmica, ha estado sesgado desde el punto de vista
poblacional, con el foco puesto en poblaciones de origen europeo.
Ademas, un gran nimero de estudios no han logrado asociaciones
significativas. Esto puede ser debido a las caracteristicas de su disefio
que afectan a la potencia estadistica del estudio. Las iniciativas de
mayor peso hasta la fecha son aquellas realizadas mediante consorcios,
principalmente el PGC, ya que han permitido alcanzar resultados
robustos, replicados y altamente asociados.

A pesar de las diferencias existentes entre fenotipos analizados, el
progreso logrado en esquizofrenia representa el potencial de los GWAS
en psiquiatria. Por ello, solamente seran presentados en este sub-
apartado parte los resultados obtenidos en los dltimos afios. La
seleccién de los mismos se basa en su relevancia y capacidad
representativa, pero el proceso selectivo empleado es parcialmente
arbitrario sin buscar representar la totalidad.

El primer GWAS publicado en esquizofrenia, junto a otras de las
primeras iniciativas, estaban basados en el genotipado de conjuntos de
muestras  (también conocido como pools), pocos individuos
involucrados y chips limitados a un menor nimero de variantes con
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poca cobertura (Mah et al. 2006; Ferreira et al. 2008; Shifman et al.
2008). Estos estudios no detectaron resultados significativos, pero si
sugirieron evidencias sin peso. Los dos siguientes GWAS emplearon el
chip de Affymetrix 500k, logrando una cobertura total del genoma
(Lencz et al. 2007; Sullivan et al. 2008). Pero, para los estandares
actuales, el numero de individuos involucrados seguia siendo todavia
demasiado bajo (178 casos y 144 controles en el trabajo de 2007 y 738
pacientes y 733 controles en el trabajo de Sullivan y colaboradores).
Ninguna de las asociaciones fue significativa y solamente se obtuvieron
resultados que podrian sugerir ciertas evidencias de interés. Es en 2008
cuando O’Donovan y colaboradores (O’Donovan et al. 2008) logran la
primera sefial significativa. Inicialmente en el estudio se incluyeron 479
pacientes y 2937 controles, obteniendo varias sefiales que rozaban el
nivel de significacion gendomica. Al analizar conjuntamente esta
muestra con otras cohortes a modo de réplica (alcanzando 6666
pacientes y 9897 controles), se obtuvieron todavia resultados mas
asociados, pero no fue hasta al unir un conjunto de muestras de
pacientes con trastorno bipolar cuando se obtuvo la primera sefial
significativa (en el gen ZNF804A).

Tras las insatisfaccion general de los primeros estudios y la
fundacion del PGC como consorcio internacional de referencia, las
tornas comenzaron a cambiar (Psychiatric GWAS Consortium Steering
Committee 2009). Tras las suposiciones optimistas iniciales, los autores
asumieron que los efectos esperados de las variantes comunes eran
mucho menores de lo esperado, con la consiguiente dificultad a la hora
de lograr detectar asociaciones significativas (Sullivan et al. 2018). La
confluencia en el PGC de distintas iniciativas internacionales permitio
el inicio de la “cascada” de sefiales significativas (Purcell et al. 2009;
Shi et al. 2009; Stefansson et al. 2009). Las variantes asociadas
implicaban a los genes TCF4 y NRGN y a la region cromosémica del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC). El trabajo de Purcell
y colaboradores supuso un giro sustancial en el campo, al demostrar por
primera vez la arquitectura poligénica en una patologia. Esta estrategia
de analisis presentada podria ser entendida como la base de esta tesis y
de un gran namero de iniciativas y estrategias de analisis claves para la
prediccion de riesgo. Esta estrategia considera el conjunto de variantes
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estudiadas, incluyendo aquellas con asociacion significativa o sin ella,
y sera ampliamente desarrollada en el apartado “Puntuaciones de riesgo
poligénico”. Este trabajo incluyd 3322 casos y 3587 controles (la
réplica incluyd 4692 casos y 15493 controles). Los otros dos,
emplearon cifras muestrales semejantes o ligeramente superiores.

En 2011, el consorcio Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide
Association Study GWAS Consortium (Schizophrenia Psychiatric
Genome-Wide Association Study GWAS Consortium 2011), emple6
21856 individuos para sus andlisis, asi como una muestra independiente
para réplica de 29839 individuos. Este estudio detectdo 10 variantes
asociadas significativamente a 7 loci, de los cuales 5 nunca habian sido
descritos: MIR137, PCGEM1, CSMD1, MMP16 y CNNM2/NT5C2. La
variante mas asociada, afectando al locus MIR137, sugirio la potencial
involucracién del microARN 137, implicado en el desarrollo neuronal.
Al analizar conjuntamente los datos de esquizofrenia con individuos
sanos y con trastorno bipolar, tres loci superaron el umbral de
significacion gendmica: CACNAL1C, ANK3 y la region ITIH3/4. Este
incremento de muestras, ademas de una mayor deteccion de variantes
asociadas, permitio la replicacion de resultados previos indicando la
necesidad de incrementar el nimero de muestras y no prescindir de los
GWAS (Sullivan 2012). A su vez, Steinberg y colaboradores (Steinberg
et al. 2011) extendieron el trabajo previamente comentado de
Stefansson (Stefansson et al. 2009) meta-analizando distintos conjuntos
de datos. Mediante esta aproximacién detectaron dos variantes
asociadas a tres loci: VRK2, CCDC68 y TCF4.

En 2011, dos interesantes GWAS fueron llevados a cabo en
poblacion china detectando distintos loci significativos (Shi et al. 2011;
Yue et al. 2011). La investigacion genomica de la esquizofrenia estaba
monopolizada por poblaciones europeas, por lo que estos dos trabajos
forman parte de los intentos iniciales por diversificar poblacionalmente
el conocimiento genético en el trastorno. Ademas del estudio de la
poblacion china, dos GWAS realizados en poblacion japonesa fueron
publicados, aportando nuevas evidencias del modelo poligénico
subyacente y permitiendo descifrar la diversidad étnica de la
esquizofrenia (lkeda et al. 2011; Yamada et al. 2011). En esta misma
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direccion Lencz y colaboradores (Lencz et al. 2013) analizaron una
muestra de individuos compuesta por judios asquenacies y realizaron
distintas réplicas y meta-andlisis con individuos de distinto origen
étnico (incluyendo poblacion africana y asiatica). Los autores
encontraron un SNP asociado significativamente en la poblacion inicial
con efectos consistentes en las cohortes de replicacion y extension.

Ese mismo afio, se publica un estudio que describe 13 nuevos loci
no descritos previamente (Ripke et al. 2013). Estos, forman parte de los
22 descritos por el estudio al realizar un GWAS en mudltiples etapas
empleando diversas cohortes y réplicas. Este estudio volvia a sefialar el
peso de una arquitectura poligénica del trastorno, al estimar que 8300
SNPs independientes contribuyen al riesgo a desarrollar esquizofrenia.
Los analisis poligénicos detectaron un 32% de varianza explicada en la
escala de susceptibilidad.

En 2014 es publicado un estudio que revolucioné el campo
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium 2014). Al analizar 49 cohortes compuestas por 34241
casos, 45604 controles y 1235 trios detecté 108 loci involucrados
significativamente en la enfermedad. Las 128 variantes asociadas
hicieron posible, por vez primera, el obtener un marco bastante
consistente de la biologia subyacente del trastorno. Dentro de estos loci
asociados, muchos no muestran una clara funcionalidad afectada pero
bastantes responden a hipotesis actuales de la etiologia o el tratamiento
del trastorno. Las evidencias significativas de mayor interés son las
siguientes:

- Dianas terapéuticas. Dos asociaciones significativas
revelan el peso de las rutas dopaminérgicas y glutamatérgicas.
DRD2 es un gen responsable de la “cognicidn, recompensa,
motivacion, aprendizaje y memoria” y es diana de los
antipsicoticos de uso mas extendido. GRM3 es un candidato
terapéutico histdrico. La confirmacion de dianas terapéuticas
farmacologicas de wuso clinico extendido representa un
importante hallazgo en el campo de la genémica psiquiatrica y,
ademas, simboliza una de las metas del PGC (Sullivan et al.
2018).
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- Neurotransmision  glutamatérgica. La  hipotesis
glutamatérgica es apoyada por un conjunto variado de
asociaciones que superaron el umbral de significacion a nivel
gendémico: la subunidad GRIN2A del receptor NMDA es un
mediador de la plasticidad sindptica. GRIA1 es una subunidad
de AMPA, mediador de la transmision sindptica rapida que se
encuentra involucrado en la organizacion dendritica de
receptores y transmision sinaptica del hipocampo. SRR codifica
un catalizador de un agonista esencial y activador de los
receptores NMDA, con altos niveles asociados previamente al
trastorno. CLCN3 es un canal de cloruro dependiente de voltaje
de cloruro responsable de la sinapsis glutamatérgica en el
hipocampo. Ademés, GRM3 y SLC38A7, podrian estar
involucrados en el reciclaje del glutamato en su ciclo molecular.

- Funcion sinaptica y plasticidad: KCTD13, NLGN4X,
IGSF9B, CNTN4, MEF2C, PTN, CNKSR2, PAK6 y SNAP91
son los loci significativos. Algunos de ellos han sido descritos
previamente en esquizofrenia, trastorno bipolar o trastornos del
espectro autista y parecen estar involucrados en funciones como
la regulacion de la estructura del citoesqueleto, induciendo la
formacion presinaptica glutamaérgica y GABAérgica, adhesion
molecular expresada en interneuronas GABAérgicas, moléculas
de adhesion celular, regulando la neurogénesis o la
morfogenesis dendritica entre otras.

- Sefializacion neuronal de calcio: CACNALl, RIMS1,
CACNA1C, CACNB2, CAMKK2, NRGN, ATP2A2.
Involucrados en la pasticidad sindptica o la liberaciéon de
neurotransmisores, algunos de ellos se sumaron a las evidencias
previas que involucran algunos de estos loci.

- Canales ionicos neuronales: KCNB1, HCN1, CHRNA3,
CHRNAS5 y CHRNBA4. El primero estd relacionado con la
excitabilidad neuronal y el potencial de accién. El segundo
locus es un canal de potasio involucrado en numerosos procesos
neuronales. Los tres dltimos loci son receptores nicotinicos
previamente involucrados en fenotipos dependientes de
nicotina.
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- Neurodesarrollo: Los loci significativos FXR1, SATB2,
PODXL, BCL11B, TLE1, TLE3 y FAM5B estan de distintas
formas involucrados en el neurodesarrollo (proteinas de union a
ARN, asociados al desarrollo neocortical, etc.).

Otro de los resultados de mayor importancia de esta iniciativa son
las nuevas evidencias del peso de la estructura poligénica basada en
variacion comun considerada como un conjunto. Los modelos
poligénicos llegan a explicar un 18% de la varianza en la escala
fenotipica, implicando aproximadamente 10000 SNPs. Las variantes
significativas a nivel gendmico explican un 3% de esta varianza,
mientas que un unico marcador explica como mucho el 0,1%. Estos
resultados resaltan la oportunidad analitica residente en las estadisticas
resumen resultantes del trabajo (Pasaniuc & Price 2016). Este conjunto
de datos condensa informacion estadistica de cada variante analizada
en el estudio (grado de asociacion estadistica, alelos y sus frecuencias,
efecto, etc.) y pueden ser empleados para distintos objetivos (Visscher
et al. 2017). La aplicacion de modelos poligénicos basados en los
resultados de este GWAS podrian ser generados con una mayor
exactitud y menor ruido que los obtenidos en trabajos previos.

Tras el trabajo realizado por el PGC, otras iniciativas han sido
llevadas a cabo siguiendo algunas de las vias de estudio comentadas en
el primer parrafo de este sub-apartado. Por ejemplo, en 2014 es
publicado un trabajo enfocado a la genética subyacente de la psicosis
en sentido amplio, incluyendo individuos afectados por esquizofrenia,
trastorno esquizo-afectivo o trastorno bipolar psicético (Psychosis
Endophenotypes International Consortium & Wellcome Trust Case-
Control Consortium 2014). Aungue ninguna variante super6 el umbral
de significacién gendmica este tipo de iniciativas pueden aportar
nuevos conocimientos de los distintos trastornos. En este mismo
sentido, Edwards y colaboradores (Edwards et al. 2016) llevaron a cabo
un GWAS de escalas de sintomas positivos y negativos. Sin encontrar
sefiales significativas en los SNPs analizados, algunas rutas bioldgicas
si podrian mostrar indicios en la diferenciacion sintomatolégica.
También han sido ampliadas las evidencias en otras poblaciones como
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iniciativas como la llevada a cabo por Liy colaboradores (Li et al. 2017)
describiendo 30 nuevos loci significativos.

Hasta la publicacion de la nueva fase de GWAS en esquizofrenia
(fase dependiente del PGC y conocida como PGC3), el meta-analisis
con un mayor numero de muestras implicadas es el publicado en 2018
por Pardifias y colaboradores (Pardifias et al. 2018), en el que detectaron
50 nuevos loci asociados al trastorno de un total de 145 detectados.
Ademas, los autores describen una presion selectiva sobre los genes
enriquecidos en sefiales significativas.

Ademas de la deteccion de asociaciones significativas a nivel
gendmico, los GWAS en psiquiatria y en otros campos han dado lugar
a la deteccion de variaciones en el nimero de copias (CNVs, Copy
Numer Variants), cuantificacion de la arquitectura mediante distintas
aproximaciones, estimaciones de heredabilidad, deteccidn de pleotropia
(correlacion y modelos de riesgo poligénico), analisis de relaciones
causales o mapeados de alta resolucion asi como reconstruir la historia
poblacional del trastorno mediante comparacion de poblaciones y
poniendo el foco en la deteccion de procesos selectivos.

1.2.4.8. Variacion en el nimero de copias

Junto a los avances proporcionados por los GWAS, bajo el
paraguas de las tecnologias de genotipado mediante chips crecio la
oportunidad de analizar a gran escala variaciones estructurales del
genoma, con un gran peso de las CNVs. Este foco ha conducido a la
investigacion gendmica a un gran nimero de hallazgos en psiquiatria a
partir del afio 2008 (Kirov 2015). Aunque disefiados para la deteccion
de SNPs, mediante el anélisis de la intensidad de las sondas del chip es
posible inferir informacion sobre esta variedad de variacion rara.

Esta clase de variacién estructural se refiere a aquellos segmentos
de ADN o regiones cromosomicas en las que se han observado, entre
dos 0 més genomas, diferencias en el nimero de copias (Valsesia et al.
2013). Su tamafio suele ser mayor a 1000 pares de bases y no alcanzan
tamafios que permitan su deteccion mediantes estudios de cariotipo
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clasicos (Kirov 2015). Su deteccion, aunque posible en gran medida
gracias al proceso de genotipado de alta densidad, se complica con la
existencia de CNVs de muy pequefio tamafio, donde los métodos de
secuenciacion permiten alcanzar una resolucion maximay abren nuevas
oportunidades (Mills et al. 2011). Las CNVs, fuente evidente de
diversidad genética humana, presentan dos clases principales:
deleciones o duplicaciones. Los mecanismos mas comunes mediante
los cuales una CNV puede dar lugar a un fenotipo son: cambios en la
dosis génica, efectos en regiones reguladoras, la interrupcion de genes
0 el desenmascaramiento de mutaciones recesivas por deleciones
(Stankiewicz & Lupski 2010). Este tipo de variacion rara tiene un peso
heterogéneo entre las distintas patologias psiquiatricas y suelen afectar
a genes intolerantes a la pérdida de funcion.

La mayoria de las CNVs patogénicas son recurrentes, no azarosas,
ya que ocurren en las mismas regiones cromosémicas (Kirov 2015). En
general, los limites de las CNVs recurrentes se encuentran en regiones
con alta homologia, normalmente en regiones con secuencias
repetitivas como las repeticiones de bajo numero de copias (LCRs, Low
Copy Repeats) (Stankiewicz & Lupski 2002). Estas regiones
cromosOmicas favorecen que los cromosomas se desalineen durante la
recombinacion, en lo que se conoce como recombinacion homologa no
alélica (NAHR, Non-Allelic Homologous Recombination). Este
mecanismo es la principal causa de la formacion de CNVs en procesos
de mitosis y meiosis (Malhotra & Sebat 2012). Ademas de las CNVs
recurrentes, el genoma humano puede presentar CNVs distribuidas de
forma mas azarosa, “CNVSs no recurrentes” (Gu et al. 2008). Esta clase
de CNVs son producidas por otros mecanismos que, junto a NAHR
conforman los principales mecanismos de variacion estructural:
recombinacion no homologa, retrotransposicion mediada por L1 y
parada de la horquilla, cambio de la hebra molde (FoSTeS) y NAHR
(Lupski 2010; Malhotra & Sebat 2012). La tasa de mutacion estimada
de CNVs descritas como factor de riesgo para distintas patologias es
relativamente alta, encontrandose entre ratios de 1:4000 y 1:25000 en
recién nacidos (Lupski 2007).
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En psiquiatria, hasta 2008, los unicos indicios de alteraciones
estructurales se reservaban a esquizofrenia y autismo. La Unica CNV
descrita como factor de riesgo a desarrollar esquizofrenia era la
delecion 22g11.2, de 2,3 mega-bases que implicaba la delecion de mas
de 40 genes (Murphy et al. 1999). En autismo, la duplicacion del locus
15¢11-13 habia sido descrita en algunos casos de autismo idiopatico
junto a alteraciones en cromosomas sexuales (Gillberg 1998). En 2008,
dos articulos marcaron un hito, el confirmar la delecion 22q11.2 y el
identificar por primera vez tres deleciones (1g21.1, 15q11.2 y 15913.3)
que conforman riesgo a sufrir esquizofrenia al eliminar entre 4 y 11
genes cada una (International Schizophrenia Consortium 2008;
Stefansson et al. 2008). Tras la deteccion de estas variantes, estudios
posteriores que analizaban la existencia de CNVs, confirmaron el papel
de esas variantes de manera casi universal. Este éxito en la replicacion
de resultados puede ser debido a que todas esas CNVs presentan unas
altas tasas de mutacidn, una presion selectiva operando en contra de las
mismas pudiendo explicar las tasas similares en distintas poblaciones y
OR grandes que facilitan su deteccién estadistica (Kirov 2015). Un
ejemplo reside en el trabajo llevado a cabo por Kushima y
colaboradores, en el que al analizar CNVs de riesgo a esquizofrenia en
poblacion japonesa, replicaron resultados encontrados en otras
poblaciones humanas (Kushima et al. 2017). De forma mas reciente,
otro estudio ha permitido la deteccion de nuevas CNVs y la
confirmacion de otras descritas previamente, con un conjunto de 11
CNVs con asociacion significativa de riesgo para esquizofrenia (Rees
et al. 2014). Estas 11 variantes son las de mayor validacion en
esquizofrenia. Las evidencias que resaltan el importante papel de las
CNVs en esquizofrenia son el enriquecimiento y asociacion
significativa de deleciones y duplicaciones raras en casos en
comparacion con grupos de individuos sanos y una mayor tasa de
CNVs de novo en casos respecto a controles (Xu et al. 2008; Kirov et
al. 2012). En términos generales, las CNVs confirmadas como factores
de riesgo para esquizofrenia son de gran tamafio y afectan a un
importante nimero de genes (Kirov 2015; Owen & O’Donovan 2017).
Algunos de los genes afectados por las CNVs descritas en esquizofrenia
estdn involucrados en la sefializacion neuronal, en la plasticidad
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sindptica o la neurotransmision gabaérgica (Kirov et al. 2012;
Pocklington et al. 2015; Marshall et al. 2017).

Ademas de en esquizofrenia, distintas CNVs estan consolidadas
como factor de riesgo también en trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad. Distintos estudios han detectado CNVs con
implicaciones bioldgicas en la cadena de transporte de electrones, en la
actividad del transportador transmembrana, proceso catabolico de los
derivados de los carbohidratos o la actividad de canales i6nicos entre
otras (Faraone & Larsson 2018). Algunos analisis han encontrado
evidencias de CNVs implicadas en rutas bioldgicas de regulacion del
funcionamiento inmune y el estrés oxidativo (Thapar et al. 2016).
También han sido detectadas CNVs en “rendimiento escolar” (Mé&nnik
et al. 2015) o trastorno bipolar (Green et al. 2016). Por altimo, los
trastornos con una mayor implicacion de CNVs en su arquitectura
genética son los del espectro autista, discapacidad intelectual y otros
sindromes del neurodesarrollo como Prader-Willi, Angelman o
Williams-Beuren con CNVs de gran penetrancia especificas de este
conjunto de trastornos o compartidas con esquizofrenia (Kirov et al.
2014). Este solapamiento con esquizofrenia sera comentado en mayor
profundidad en el siguiente sub-apartado. Algunas de estas CNVs
muestran efectos en portadores sanos, ya que deficits cognitivos son
apreciables en controles (Steffanson et al. 2014).

1.2.4.9 Pleiotropia y el modelo continuo del neurodesarrollo

Uno de los resultados de los estudios de GWAS que han
despertado gran interés reside en la deteccién de loci asociados
significativamente en distintos rasgos o fenotipos. Ademas de la
variacion comdn, las variantes raras también pueden ser susceptibles de
aportar efectos pleiotropicos. Estos resultados se pueden observar tanto
en patologias psiquidtricas como en un enorme numero de rasgos
humanos (Solovieff et al. 2013; Smoller 2013; Owen 2014). En
psiquiatria, los ejemplos son numerosos y practicamente extendidos
desde la primera deteccion de una variante significativa a nivel
gendmico en esquizofrenia, que mostraba mejora en el grado de
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asociacion tras la inclusién de casos con trastorno bipolar junto a
individuos con esquizofrenia (O’Donovan et al. 2008). En algunos
casos las mismas variantes muestran asociacion con maltiples rasgos 'y,
en otros, distintos marcadores cercanos entre si o co-localizados
muestran asociacion entre distintos rasgos. Distinguir qué asociaciones
representan efectos realmente compartidos es de gran importancia,
debido a los mecanismos de accion implicados (Solovieff et al. 2013).
Los distintos tipos de pleiotropia detectada en GWAS, resumidos por
Solovieff y colaboradores en 2013 y O’Donovan y Owen en 2016
(O’Donovan & Owen 2016), son los siguientes:

- Pleiotropia bioldgica: una variante genética o gen
presenta influencia bioldgica sobre mas de un fenotipo distinto.
Esta clase puede responder distintos escenarios: “pleiotropia
bioldgica al nivel de alelo” (la variante causal afecta a ambos
fenotipos), “Asociacion co-localizante” (donde la variante
genética observada en asociacion se encuentra en LD con dos
variantes causales en el mismo gen que afectan a distintos
fenotipos) y “pleiotropia bioldgica a nivel génico” (dos
variantes causales independientes en el mismo gen afectan a
diferentes fenotipos).

- Pleiotropia mediada: un fenotipo esta, en si mismo,
relacionado causalmente con un segundo fenotipo, por lo que la
variante del primer fenotipo esté asociada indirectamente con el
segundo.

- Pleiotropia espuria o pseudo-pleiotropia: una variante no
causal estd asociada con multiples fenotipos. Esta clase puede
responder a distintos escenarios: por co-localizacion (donde dos
fenotipos estan afectados por dos variantes causales en genes
distintos en fuerte LD) o porque la variante causal afecta
solamente al primer fenotipo pero el segundo esta relacionado
con el primero por un mal disefio del estudio, sesgo de
publicacion o de clasificacion del fenotipo.

La hipotesis de verdadera pleiotropia en psiquiatria parece estar
presente tanto en CNVs como en variantes comunes. Aunque en el caso
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de las CNVs muchas podrian responder a pleiotropia espuria por el gran
numero de genes que engloban. La deteccién de variantes de gran
tamarfio intragénicas asociadas a varios fenotipos psiquiatricos es clave
para poder establecer una posible pleiotropia real (O’Donovan & Owen
2016). Este es el caso de del gen NRXN1, afectado por la CNV 2p16.3,
asociado a autismo, esquizofrenia y discapacidad intelectual (Kirov et
al. 2008). Ademas, la acumulacion de distintas CNVs de gran tamafio
asociadas siempre a un mismo conjunto heterogéneo de fenotipos
afiaden peso a la hipotesis de una pleiotropia real (Rujescu 2009;
Malhotra & Sebat 2012; O’Donovan & Owen 2016). En esta direccion,
un importante estudio demostré en 2014 como aquellas CNVs
reconocidas como factor de riesgo a desarrollar esquizofrenia estaban
en realidad méas asociadas con otros fenotipos: trastorno del desarrollo,
trastornos del espectro autista y malformaciones congénitas (Kirov et
al. 2014). En el trabajo, los autores estimaban la penetrancia de la
delecion 22q11.21 y la CNV que afecta al gen NRXN1, previamente
comentada, con valores de 0,12 y 0,064 respectivamente en
esquizofrenia y 0,88 y 0,26 en el caso del conjunto de trastornos
asociados al neurodesarollo o trastornos de inicio temprano. Estos
resultados fueron sorprendentes en el campo de la genética psiquiatrica,
debido a que el vinculo genético entre estas patologias no habia sido
descrito con tanto peso en los estudios familiares o de gemelos (Kirov
2015). Otros autores han detectado enrigquecimiento en duplicaciones
en trastorno por déficit de atencidén e hiperactividad previamente
descritas e implicadas en esquizofrenia y, en menor medida, en
trastornos del espectro autista (Thapar et al. 2016). En el caso del
trastorno bipolar, las CNVs descritas también han sido asociadas a
esquizofrenia (Green et al. 2016). Este conjunto de resultados, alejan la
pleiotropia mediada como causa de esta co-ocurrencia en distintos
trastornos (O’Donovan & Owen 2016) y sefialan en la direccion en la
que la esquizofrenia y un conjunto de trastornos del neurodesarrollo son
causados por las mismas variantes raras patogénicas (Owen &
O’Donovan 2017).

Este solapamiento de variantes patogénicas de gran efecto entre
trastornos infantiles del neurodesarrollo (discapacidad intelectual,
trastornos del espectro autista y trastorno por déficit de atencién e
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hiperactividad) y trastornos psiquiatricos adultos (incluyendo
esquizofrenia y trastorno bipolar) puede reflejar un continuo o espectro
etiolégico y del desarrollo neuroldgico. La hipotesis del modelo
continuo del neurodesarrollo considera un marco en el que estos
distintos trastornos “representan una diversa gama de resultados que
derivan de un desarrollo cerebral alterado” (Owen & O’Donovan 2017).
Esta hipotesis considera los factores de riesgo ambiental y la genética
compartida para proponer la existencia de mecanismos patogénicos
comunes. En este modelo, los principales sintomas clinicos reflejan la
gravedad, el patrén de desarrollo cerebral anormal y las principales
caracteristicas funcionales resultantes (Craddock & Owen 2010; Owen
et al. 2011; Owen 2012; Owen & O’Donovan 2017).

El origen parcial de este modelo se encuentra en la hipétesis del
neurodesarrollo de la esquizofrenia (Weinberger 1987; Murray &
Lewis 1988). A pesar de la actual aceptacion general del peso del
neurodesarrollo en la esquizofrenia (Birnbaum & Weinberger 2017),
este trastorno sigue diferenciandose nosoldgicamente de los otros
sindromes infantiles con importante papel del neurodesarrollo. En
cambio, son multiples los factores que evidencian cierto solapamiento.
Estos se resumen en deficiencias cognitivas compartidas, mayor
frecuencia en hombres, retraso en el desarrollo, anomalias motoras,
comorbilidad significativa de alguno de los mismos y la genética
compartida (Craddock & Owen 2010; Owen & O’Donovan 2017).
Ademas, el concepto de espectro o continuo también muestra
influencias de las propuestas previas realizadas para trastornos del
neurodesarrollo infantil (Lilienfeld et al. 1955; Capute & Palmer 1980).

El modelo continuo del neurodesarrollo permite considerar las
distintas patologias en un gradiente del déficit del neurodesarrollo
(Owen & O’Donovan 2017). Este gradiente considera la edad de inicio,
el deterioro cognitivo, la gravedad general del trastorno o la persistencia
del deterioro funcional. Basdndose en evidencia empiricas, los distintos
trastornos psiquiatricos, son ordenados por el grado de decrecimiento
del déficit del neurodesarrollo que presentan: discapacidad intelectual,
trastornos del espectro autista, trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad, esquizofrenia y trastorno bipolar. Las variantes
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patogénicas asociadas a los distintos trastornos permiten ordenarlos en
el gradiente propuesto, apoyandose en datos empiricos de penetrancia,
solapamiento y carga por individuo (Owen & O’Donovan 2017).

Los resultados significativos a nivel gendmico del analisis de
variantes comunes mediante GWAS ahondan también en un
pleiotropismo extendido. Tras las primeras evidencias obtenidas por
O’Donovan y colaboradores (O’Donovan et al. 2008), otros GWAS
analizaron conjuntamente esquizofrenia, trastorno depresivo mayor y
trastorno bipolar evidenciando el papel de los genes ZNF804A,
CACNALC, NEK4/ITIH1,34 o NCAN (Green et al. 2010;
Schizophrenia Psychiatric Genome-Wide Association Study GWAS
Consortium 2011; Sklar et al. 2011; Williams et al. 2011; Muhleisen et
al. 2012) (algunos de ellos han sido desarrollados previamente). Uno de
los trabajos de mayor peso histérico analizé conjuntamente cinco
trastornos psiquiatricos: esquizofrenia, trastorno bipolar, trastornos del
espectro autista, trastorno por déficit de atencion e hiperactividad y
depresion mayor (Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics
Consortium 2013). En este estudio, cuatro loci significativos fueron
descritos en los anélisis de los cinco trastornos combinados: dos en las
regiones cromosomicas 3p21 y 10924 que incluyen un gran nimero de
genes y dos asociadas a dos subunidades de canales de calcio,
CACNALC y CACNB2. Este tipo de estudios sefialan hacia un
equilibrio entre la genética especifica de trastorno y una serie de
variantes potencialmente comunes para el conjunto de los trastornos
psiquiatricos, subrayando los posibles mecanismos comunes
involucrados en el curso de los trastornos psiquiatricos. En este mismo
sentido, otra de las iniciativas del PGC se enfoco en la interpretacion
funcional de las sefales de asociacion de GWAS mediante el analisis
de posibles rutas moleculares implicadas en los cinco trastornos
analizados en la iniciativa Cross-Disorder (Network and Pathway
Analysis Subgroup of Psychiatric Genomics Consortium 2015).
Integrando datos de los grandes GWAS en los distintos trastornos, los
autores buscaron mediante un nuevo método robusto la deteccion de
estas rutas compartidas entre trastornos, sin las limitaciones tipicas de
los estudios clasicos como las producidas por la heterogeneidad alélica
0 solapamiento parcial de variantes entre conjuntos de datos. Los
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resultados previos en canales de calcio fueron significativos
nominalmente en este estudio, confirmando de nuevo el posible papel
de la actividad de estos canales en las patologias psiquiatricas. Los
analisis de rutas bioldgicas especificas de trastorno mostraron una
mayor correlacion de las sefiales detectadas entre esquizofrenia y
trastorno bipolar (aunque cada trastorno mostrd diferencias en las
asociaciones mas robustas: metilacion de histonas en trastorno bipolar
y procesos sinapticos y postsinapticos en esquizofrenia). Al analizar
conjuntamente los trastornos psiquiatricos adultos (esquizofrenia,
trastorno bipolar y trastorno depresivo mayor) las sefiales significativas
adquirieron una asociacion mas robusta, permitiendo la descripcion de
aspectos biolégicos que comprenden estos trastornos. Las asociaciones
significativas compartidas involucran principalmente rutas asociadas al
sistema inmune, sinapsis neuronal o metilacion de histonas, pudiendo
estar relacionadas con una vulnerabilidad prenatal a distintos efectos
ambientales.

Poniendo el foco en mega-analisis como el realizado en
esquizofrenia (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium 2014), los resultados de variantes significativas
muestran diversos ejemplos descritos en estudios previos en distintos
trastornos o rasgos como el caso de los principales trastornos del &nimo
(con un gran numero de loci asociados a trastorno bipolar) o en sefiales
asociadas a distintos fenotipos del consumo de tabaco como la
dependencia a nicotina (CHRNA3, CHRNADS, y CHRNB4 son sefiales
no independientes situadas en la citobanda 15925) (Thorgeirsson et al.
2008; Tobacco and Genetics Consortium 2010). Otro ejemplo reside en
el mega-analisis realizado en trastorno depresivo mayor (Wray et al.
2018), donde al comparar sus resultados con los del mega-analisis de
esquizofrenia detectaron seis loci compartidos entre los que varios se
encuentran en la region del MHC o ligados a TCF4, esencial para un
normal desarrollo cerebral. Ademas, este estudio confirmo el papel de
los canales de calcio (CACNALE y CACNA2D1), neurotransmision
dopaminérgica (DRD2) y glutamatérgica (GRIK5 y GRMb5)
involucrados en diversos trastornos psiquiatricos. Ademas, los analisis
de rutas biologicas detectaron asociaciones descritas previamente
mediante GWAS o analisis de variacion exonica rara en esquizofrenia
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y autismo (De Rubeis et al. 2014; Genovese et al. 2016). Estos
ejemplos, aunque representan una pequefia fraccion del nimero total de
detecciones, permiten observar a grandes rasgos la extension
pleiotropica en psiquiatria. Ademas de sefiales asociadas a distintos
fenotipos psiquiatricos, algunos de los resultados significativos en
psiquiatria han sido descritos en patologias 0 rasgos no psiquiatricos.
Un ejemplo son los loci OLFM4 y NEGR1 asociados al trastorno
depresivo mayor, previamente descritos en obesidad o indice de masa
corporal (Speliotes et al. 2010; Locke et al. 2015).

Este conjunto de ejemplos de variantes significativas detectadas
por GWAS sefialan hacia una biologia compartida generalizada
(Smoller et al. 2018). ;Qué ocurre con aquellas variantes analizadas en
GWAS que no han superado el umbral de significacion? En el caso de
las variantes comunes asociadas pero no significativas a nivel genémico
con un pequefio efecto cada una, parece observarse un efecto
pleiotropico en masa que ahonda mas en esta susceptibilidad
compartida (Sullivan et al. 2012) que sera comentado mas adelante, en
la introduccion a los modelos poligénicos.

1.2.4.10 Heredabilidad perdida

Los GWAS han demostrado ser una aproximacion de éxito a
la genética de los trastornos complejos, identificando un inmenso
numero de variantes asociadas que las aproximaciones previas no
pudieron detectar, pero los calculos de su contribucion a la varianza en
la escala de susceptibilidad es limitada (Manolio et al. 2009; Wray &
Maier 2014). La contribucion de cada locus significativo a nivel
gendémico puede ser sumada para la estimacion conjunta de la
proporcion de varianza explicada (h?ewa; heredabilidad Genome-Wide
Association) (Wray & Maier 2014). EI problema reside en que el
célculo de h?cwa en cualquier rasgo o patologia compleja refleja una
pequefia fraccion de la heredabilidad en sentido estricto (h?) estimada a
partir de estudios familiares o de gemelos. Esta ausencia se denomino
como “heredabilidad perdida” (Maher 2008; Manolio et al. 2009).
Inicialmente, esta situacién provocd que parte de la comunidad

60



Introduccion

cientifica pusiese parcialmente en duda el coste-efectividad de los
GWAS (Goldstein 2009), posicion que hoy en dia ya casi no es
sostenida por los éxitos alcanzados y el abaratamiento de la tecnologia.
La heredabilidad perdida se encuentra en todos los rasgos y patologias
estudiadas por GWAS, incluidos los trastornos psiquiatricos.

Ademas de la h’cwa, otro método de calculo empleando la totalidad
de variantes incluidas en un chip para GWAS (Yang et al. 2010)
permitié la aproximacién que estima el porcentaje de varianza
explicada de forma conjunta por h%wa y el resto de variantes que no
han superado el umbral de significacion gendmica, surgiendo el término
“heredabilidad basada en SNPs” o “heredabilidad de chip” (h?snp). La
heredabilidad basada en SNPs es mayor que la basada en variantes
significativas a nivel gendmico, pero inferior a la calculada a partir de
estudios de gemelos (h%ewa < h%sne < h?). El concepto de h%se ha
sufrido cierta evolucion desde su aparicion y las metodologias de
calculo han ido diversificandose. La comparacion de las contribuciones
individuales de cada variante al riesgo a desarrollar la patologia, el
contraste de la contribucion total de variantes asociadas o analizar la
contribucion adicional comparada con estudios previos es un
procedimiento extendido y util. Pero existe cierta heterogeneidad entre
la distintas metodologias de calculo (técnicas que han sido validadas,
comparadas e incorporadas) (Witte et al. 2014; Speed et al. 2017; Yang
et al. 2017; Evans et al. 2018). Una estimacion acertada de h%sne es
clave para la resolucion del debate de la heredabilidad perdida, ya que
indica la potencial utilidad de la prediccion basada en SNPs (Speed et
al. 2017). La dificultad y diferencias en las distintas estimaciones
residen en la alta sensibilidad de esta medida a las frecuencias, tamafio
del efecto y niveles de LD de las variantes causales. La asuncion de
resultados debe tener en cuenta las diferencias entre metodologias y las
sensibilidades de cada una, con el fin de una correcta interpretacion de
las medidas obtenidas (Evans et al. 2018).

Inicialmente surgieron distintas propuestas para explicar la
heredabilidad perdida: presencia de un gran numero de variantes
comunes de pequefio efecto que todavia no habian sido detectadas,
factores epigenéticos, variacion genética no aditiva, variantes raras de
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gran efecto no incluidas en estudios de GWAS e incluso estimaciones
exageradas de la h? a partir de estudios de gemelos (Manolio et al. 2009;
Eichler et al. 2010; Zhu et al. 2015; Tropf et al. 2017). Pero el camino
iniciado por los GWAS en el campo de la salud mental acababa de dar
solamente los primeros pasos y los esfuerzos colaborativos con los
consiguientes aumentos en los tamafios muestrales y nuevas
aproximaciones aportaron algo de luz (Visscher et al. 2012b “Five years
of GWAS discovery.”; Horwitz et al. 2017). Los modelos de riesgo
poligénico juegan un papel clave en este aspecto, gracias a su capacidad
de ampliar el espectro de heredabilidad capturada al no poner
Unicamente el foco en las variantes asociadas significativamente a nivel
gendmico. Por ultimo, cabe indicar el papel jugado por los estudios
enfocados al andlisis de variantes raras. Sus primeros pasos en
psiquiatria serdn comentados en el siguiente sub-apartado.

1.2.5 Estudios de secuenciacion

El uso de tecnologias de secuenciaciéon masiva o0 de nueva
generacion (NGS, Next-Generation Sequencing) es reciente. Antes de
la llegada de las mismas, el escudrifiamiento del genoma se basaba en
métodos fiables pero con un gasto economico y temporal grande. La
secuenciacion Sanger (Sanger et al. 1977), método méas extendido,
permitio la caracterizacion del genoma humano y un gran nimero de
hitos en la historia de la investigacion genética. EI empleo de NGS
comenzd en 2004 y se diversifico a través de distintas metodologias de
andlisis disponibles en el mercado. Con ellas, el progreso se extendio
gracias a distintos factores o ventajas: una mayor velocidad
metodoldgica, mejoras en el rendimiento y longitud de lectura y un
abaratamiento masivo del coste por base secuenciada (Liu et al. 2012;
van Dijk et al. 2014). Aunque las tecnologias NGS presentan diversas
ventajas, todavia exhiben ciertos inconvenientes como el manejo de
secuencias cortas. En este proceso evolutivo tecnologico, las
tecnologias han ido evolucionando hasta llegar a las de tercera
generacion o de lectura larga, que pueden obtener secuencias de mayor
calidad, secuenciar de forma completa el transcriptoma o detectar
modificaciones epigenéticas (van Dijk et al. 2018). El avance de los
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GWAS en los primeros afios, aunque aportase resultados significativos
en ciertas variantes comunes, no satisfacia a una parte de la comunidad
investigadora y muchos pusieron el foco en la busqueda de la variacion
rara (Cirulli & Goldstein 2010).

En psiquiatria, ante el pequefio éxito de las primeras fases de
GWAS, el debate CDCV-CDRYV se vio incrementado, con algunos
autores alzando la voz por una arquitectura predominante centrada en
variacion rara 'y una vision investigadora méas enfocada en el analisis de
este tipo de variacion (McClellan et al. 2007; Goldstein 2009). Ademas
de esta discusién sobre la arquitectura genética subyacente, el interés
por caracterizar regiones genéticas concretas o de forma masiva
también se vio incrementado por el abaratamiento de las tecnologias.
Aungue una pequefia parte de las variantes incluidas en chips para el
desarrollo de GWAS puede estar reservada para el analisis de variacion
rara, éstas solamente estaran presentes en pocos individuos o un unico
individuo del conjunto analizado (Gelernter 2015). El uso de la
secuenciacion era prometedor, aunque arduo (Geschwind & Flint 2015)
debido a la inherente baja frecuencia de las mismas, los costes
computacionales y econémicos.

En psiquiatria, al igual que en un gran nimero de patologias
comunes, la estrategia de analisis siguié dos vias principales: estudios
caso-control y estudios de mutaciones de novo en trios. Ambas
estrategias pueden ser llevadas a cabo por distintas aproximaciones: la
secuenciacion de regiones o genes de interés seleccionadas a través del
conocimiento previo adquirido por estudios de GWAS (pudiendo
incluir hipdtesis de genes candidatos clasicos), la secuenciacion de
exoma (WES, Whole-Exome Sequencing; alcanzando el 1-1,5% del
genoma) y la secuenciacion de genoma completo (WGS, Whole-
Genome Sequencing; obteniendo el total de la informacidn genética de
un individuo). El éxito de estos andlisis en psiquiatria es desigual y
dependiente de patologia. Aquellos trastornos psiquiatricos con una
arquitectura genética hibrida, basada en variantes de mayor efecto y una
contribucion de variacién comuan, han logrado resultados de interés
(Sullivan et al. 2018). Por ejemplo, en trastornos del espectro autista,
mas de 50 genes han sido identificados mediante WES (Sanders et al.
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2017). La mayoria de las variantes conformadoras de riesgo de estos
genes son muy raras o ultra raras con efectos grandes, truncantes de
proteinas que pueden indicar las rutas moleculares o biol6gicas
subyacentes de este conjunto de trastornos. WES es, ademas, una
aproximacion de estudio con costes mas reducidos que la basada en
WGS. Las ventajas de WGS en comparacion con WES y GWAS son la
capacidad de detectar variantes no codificantes de mayor efecto,
variantes estructurales y mejorar la deteccion de resultados de variantes
previamente estudiadas en GWAS (SNPs y CNVs inferidas) (Owen et
al. 2016; Collins et al. 2017).

La deteccion de variantes raras en psiquiatria mediante estas
tecnologias ha sido compleja (Smoller et al. 2018), pero numerosos
ejemplos muestran su potencial en varios trastornos. En trastorno por
déficit de atencion e hiperactividad, Demontis y colaboradores
(Demontis et al. 2016) analizaron una pequefia muestra caso-control
secuenciando 52 genes candidatos, detectando 22 variantes raras
asociadas. En el mismo trastorno, Corominas Yy colaboradores
(Corominas et al. 2018) analizaron mediante genotipado o WES a 70
miembros de tres familiar distintas con maltiples individuos afectos.
Tras seleccionar 24 genes de interés detectados en la muestra multi-
familiar, estudiaron en una muestra independiente con genotipado de
exoma (N=9365) mediante analisis de conjuntos de genes
funcionalmente relacionados (gene-set) si el conjunto de genes estaba
asociado con trastorno por déficit de atencion e hiperactividad,
detectando resultados positivos. En el caso del sindrome de Tourette,
Willsey y colaboradores (Willsey et al. 2017), estudiaron un total de
511 trios mediantes WES detectando cuatro genes con multiples
variantes de novo de riesgo y lograron estimar el riesgo conferido por
variantes dafinas de novo en aproximadamente 400 genes en el 12% de
los pacientes. En trastorno bipolar, dos estudios fueron publicados en
2016. El llevado a cabo por Goes y colaboradores (Goes et al. 2016) se
bas6 en una primera aproximacion mediante WES en 36 pacientes de
ocho familias, seguida de un analisis de asociacion en tres muestras
independientes caso-control (N casos=3541; N controles=4774). Los
autores detectaron 84 variantes raras en 82 genes, de las cuales parte
fueron descritas previamente en distintos trastornos psiquiatricos
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(esquizofrenia, trastornos del espectro autista y sindrome de X fragil).
Los resultados obtenidos mediante el meta-anélisis de las
aproximaciones caso-control, logrados resultados nominalmente
significativos en 19 genes. Kataoka y colaboradores (Kataoka et al.
2016) detectaron, mediante WES de trios, 71 mutaciones de novo en 79
casos. Ademas, analizaron conjuntamente los resultados con datos de
trastorno esquizoafectivo. Los resultados confirmaron el peso de las
mutaciones de pérdida de funcion y aquellas alteradoras de proteinas y
el enriquecimiento de parte de estas variantes en el anélisis combinado
con el trastorno esquizoafectivo.

Estos resultados, interesantes por la deteccion de variantes raras
que segregan en familias, mutaciones de novo y que sefialan posibles
mecanismos bioldgicos, son escasos en comparacion con los obtenidos
en esquizofrenia y trastornos del espectro autista. En estas patologias,
el nimero de individuos analizado es mucho mayor, logrando una
mayor caracterizacion de estas variantes raras. En trastornos del
espectro autista, un gran numero de estudios realizados mediante WES
y secuenciacion dirigida a genes candidatos resaltan la importancia de
la variacion de novo alteradoras de proteinas (lossifov et al. 2012; Neale
et al. 2012; O’Roak et al. 2012; Sanders et al. 2012; De Rubeis et al.
2014; Sanders et al. 2015; Stessman et al. 2017) en un gran nimero de
CNVs y genes asociados con implicaciones bioldgicas como la
formacion sinaptica, canales ionicos dependientes de voltaje, histonas,
cromatina, regulacién transcripcional, etc. El peso de las regiones
codificantes, parece ser mayor a las no codificantes en las primeras
aproximaciones para la generacién de un marco de trabajo en WGS
(Werling et al. 2018). Ademas, mediante WGS un estudio ha detectado
una media de 73,8 variaciones de un Unico nucleétido de novo (SNVs;
Single Nucleotide Variants) y 12,6 CNVs de novo por caso de trastorno
del espectro autista tras analizar més de 5200 individuos (C Yuen et al.
2017). Analizando de forma conjunta los trastornos del neurodesarrollo
(Deciphering Developmental Disorders Study 2017), se ha detectado
mediante WES una alta carga de variantes de novo en secuencias
codificantes y disruptivas de la funcion génica.
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En esquizofrenia, la contribucion de variantes raras detectadas
mediantes secuenciacion es resefiable pero de menor grado que en los
trastornos del neurodesarrollo (Smoller et al. 2018). En 2014, dos
estudios basados en WES (Fromer et al. 2014; Purcell et al. 2014).
Fromer y colaboradores no detectaron en casos un aumento total de
mutaciones de novo que causasen pérdida de funcion, pero si resultados
significativos al poner el foco en genes candidatos asociados
previamente a esquizofrenia (involucrados en proteinas post-sinapticas
glutamatérgicas y asociados a complejos involucrados en el sindrome
de X fragil). Las mutaciones de novo de pérdida de funcion si mostraban
una representacion significativa cuando se seleccionaban pacientes con
un menor éxito escolar (Fromer et al. 2014). Purcell y colaboradores
detectan resultados en la misma direccion que el estudio comentado
previamente y variantes involucradas en canales de iones de calcio.
Ademas, este estudio permitio confirmar la existencia de un
componente poligénico conformado por variantes de baja frecuencia,
en la misma direccion que los resultados detectados en estudios de
GWAS pero representando una pequefia fraccion de la varianza en la
escala fenotipica explicada por las variantes comunes (Purcell et al.
2009; Purcell et al. 2014; Schizophrenia Working Group of the
Psychiatric Genomics Consortium 2014). Mas recientemente, en 2016,
los resultados de un andlisis de mas de 12000 individuos mediante WES
en poblacion sueca han sido publicados (Genovese et al. 2016). Este
estudio, enfocado al andlisis de variantes ultra-raras, ha detectado un
enriquecimiento de las mismas en casos respecto a controles sin la
asociacion robusta de un gen concreto, resaltando la arquitectura
poligénica del trastorno. Estas variantes estaban concentradas en genes
de expresion en cerebro. Al igual que en el caso de Purcell y
colaboradores, el porcentaje de varianza explicada es menor que el
desentrafiado por los modelos poligénicos basados en variantes
comunes. Por ultimo, dos de los estudios més recientes resefiables en
esquizofrenia, son llevados a cabo por Singh y colaboradores (Singh et
al. 2016) y Rees y colaboradores (Rees et al. 2018). EI primero,
combinando sus datos de esquizofrenia con los de Purcell y
colaboradores, ha permitido confirmar la presencia de variantes de
pérdida de funcion en el gen SETD1A tanto en esquizofrenia como al
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analizar fenotipos del conjunto de trastornos del neurodesarrollo en
muestras secundarias, confirmando los resultado previos en
esquizofrenia (Takata et al. 2014). Rees y colaboradores han presentado
los resultados de la secuenciacion dirigida de 187 genes asociados a
esquizofrenia en 5207 casos y 4991 controles. Tras meta-analizar los
datos con estudios previos y sumar 11319 casos y 15854 controles junto
a 1136 trios, ningln gen estaba asociado significativamente con
esquizofrenia. En cambio, si han obtenido evidencias de la posible
implicacion de mdltiples variantes que afectan a distintos canales de
sodio y complejos post-sinapticos mediante andlisis de conjuntos de
genes funcionalmente relacionados.

Los resultados arrojados por los distintos estudios de secuenciacion
de variantes raras muestran un patron parecido al encontrado en CNVSs,
con un gradiente similar al de la hipotesis del continuo del
neurodesarrollo comentado previamente (Owen & O’Donovan 2017).
El gradiente en variantes raras secuenciadas muestra una mayor carga
generalizada de variantes raras y de novo en trastornos del
neurodesarrollo respecto a esquizofrenia, una mayor carga de variantes
en pacientes esquizofrénicos con peor rendimiento cognitivo, un
solapamiento de variantes entre trastornos y un gradiente en la misma
direccion del grado de conservacion de las variantes (Owen &
O’Donovan 2017).

Una pequefia parte de la heredabilidad perdida en los trastornos
psiquiaticos puede y es explicada por las variantes raras detectadas
mediantes estudios de secuenciacion (Wray & Maier 2014), pero hasta
la fecha los resultados sefialan hacia un modelo de enfermedad basado
en la hipdtesis CDCV (Sullivan et al. 2018). Existe una contribucion
variable de la variacion rara a lo largo de los trastornos pero, en la
actualidad el peso y potencial de la variacion comun es punta de lanza
de la investigacion de la gendmica psiquiatrica.
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1.2.6 Puntuaciones de riesgo poligénico
1.2.6.1 Introduccion

El debate genético sobre como la variacion genotipica
contribuye a la fenotipica es de largo recorrido (Boyle et al. 2017). En
sus origenes, el debate enfrentaba a dos grandes grupos: “mendelianos”
(liderados por Bateson) vs “biométricos” (liderados por Pearson)
(Kendler 2015; Boyle et al. 2017). Tras varios intentos de acercamiento,
Fisher publico en 1918 la integracion estadistica de ambas teorias
(Fisher 1918). ElI modelo, conocido como “modelo infinitesimal”,
propone un sistema de herencia de los caracteres compuesto por un gran
numero de factores mendelianos con efectos aditivos. A medida que el
numero de genes crece, la contribucion de cada uno es mas pequefia.
Este riesgo genético aditivo presentaria una distribucion normal,
Aunque el modelo no elimind el debate, si cred un puente metodoldgico
entre ambas posiciones cientificas (Kendler 2015). En 1965 y en el
marco de la genética cuantitativa, Falconer publicé un trabajo
estadistico clave, en el que proponia una distribucion continua de la
causa de las enfermedades (Falconer 1965). EI modelo propuesto es
conocido como “modelo umbral de predisposicion” (Liability threshold
model). En el marco del “todo o nada™ de una enfermedad, el modelo
planteado propone la existencia de una graduacion subyacente de
susceptibilidad integrada tanto por contribucion genética (“tendencia
innata”) como ambiental (“combinacion de circunstancias externas”)
(Falconer 1965). El punto de la escala por encima del cual todas las
personas se ven afectadas por la enfermedad o trastorno es el
reconocido como umbral. La conexidn entre psiquiatria y la postura
integradora esta representada en parte por el trabajo que propuso por
primera vez una teoria poligénica en la esquizofrenia (Gottesman &
Shields 1967; Kendler 2015). Esta teoria, basada en el modelo
poligénico propuesto por Fisher y aplicado a los trastornos por
Falconer, es aplicable a todos los trastornos psiquiatricos comunes. En
el afio 2009, 42 afios mas tarde de la propuesta realizada por Gottesman
y Shields, Purcell y colaboradores (Purcell et al. 2009) presentaron la
primera aproximacion poligénica basada en GWAS en esquizofrenia.
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Este trabajo, comentado de forma extendida en un subapartado, supuso
el punto de partida para las estrategias basadas en la generacién de
puntuaciones de riesgo poligénico (PRS, Polygenic Risk Scores).

Los GWAS, fundamentados en este modelo (Mitchell 2012),
conforman la continuacion metodoldgica al modelo propuesto por
Gottesman y Shields. Pero su extension reside, de forma méas completa,
en los modelos de riesgo poligénico. Tras observar la poligenicidad
basal en las primeras aproximaciones basadas en GWAS, se buscd el
desarrollo de una metodologia que permitiese capturar y manejar esta
informacion (Wray et al. 2014). A diferencia de la estrategia GWAS, el
foco de la aproximacion y método poligénico no estd centrado en la
deteccion de asociaciones altamente significativas, sino que se centra
en el empleo del conjunto de variantes que no tienen que haber superado
el umbral de significacion estadistico aplicado en GWAS.

Las estadisticas resumen obtenidas a partir de GWAS son la base
para la generacion de modelos de riesgo poligénico. La muestra
empleada para la estimacion de los efectos individuales y el nivel de
asociacion de cada variante considerada para el modelo es denominada
“descubrimiento”. La muestra empleada para generar PRS individuales
(para cada individuo que la conforma) es conocida como muestra
“diana”. Esta muestra diana presentara informacién genotipica
individual, con variantes presentes en comudn con la muestra
descubrimiento y estarda conformada por un conjunto distinto de
individuos. En cada individuo se genera una puntuacion de riesgo
basada en el conteo de alelos de riesgo presentes y su tamafio del efecto.
El fenotipo diana puede diferir del considerado para la conformacion
del modelo y el conjunto de puntuaciones generadas deberd ser
evaluado mediante una aproximacion estadistica teniendo en cuenta
otras covariables (Wray et al. 2014).

1.2.6.2 Origen de la prediccion de riesgo

La prediccion genética ha tenido un papel de gran importancia
e importante recorrido en agricultura y ganaderia, con estimaciones de
valores de reproduccion desarrolladas antes que la prediccion de riesgo
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en humanos. El concepto de riesgo poligénico se establecio en la
genética humana clésica y desde ese momento ha sido aplicado en
distintas estrategias, como los anéalisis de segregacion de rasgos
complejos (Risch 1990), o tras la revolucion acercada por los GWAS,
en el calculo de las heredabilidades basadas en gemelos (Visscher et al.
2008). Los GWAS, despertaron una nueva via para la prediccion,
gracias a su naturaleza de andlisis extendido y denso de variantes
comunes y al no detectar variantes asociadas a nivel genémico durante
sus primeros pasos. Bajo este paraguas nacieron las primeras propuestas
de prediccion de riesgo empleando esta arquitectura poligénica
analizada (Wray et al. 2007; Daetwyler et al. 2008).

1.2.6.3 Consideraciones: tamafio muestral, calidad vy
estandares

Una de las piezas clave a considerar en los andlisis de calculo
de PRS es el tamafio muestral de la muestra descubrimiento y diana, ya
que la primera establece la capacidad predictiva en funcion de la
precision del calculo del efecto de cada variante y de la segunda
depende la capacidad de deteccion de una varianza significativa (Wray
et al. 2014).

Cuando la muestra diana tiene una tamafio suficiente para la
deteccion de varianza explicada, el peso recae en la muestra
descubrimiento. Cuanto mayor es el tamafio, el efecto de cada variante
se refina reduciendo el ruido general. Uno de los articulos mas
importantes para la estimacion del poder y precision de las PRS fue
publicado por Dudbridge en 2013. El autor estimaba, en distintos
escenarios, los valores de tamafio Optimos para la estimacion ajustada
de PRS, aportaba un método de célculo de potencia, evaluaba los
umbrales de inclusién de marcadores, analizaba la heredabilidad
explicada y distintas vias de ponderacion de los tamafios de los efectos.
El trabajo establecia las condiciones ideales de calculo en el que, con
un tamafio muestral diana de 2000 casos y 2000 controles, permitirian
realizar las PRS con acierto. Ademas, indicaba el menor éxito del
sistema de aproximacion basado en validaciones cruzadas entre
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subconjuntos generados a partir de la muestra original. El autor
demostro que los resultados “desalentadores” de estudios previos se
deben al bajo nimero de individuos analizados y la necesidad de
grandes tamafios muestrales para una correcta estimacién del riesgo
genético individual (Dudbridge 2013). Los cientificos que trabajan con
esta clase de herramientas gendmicas suelen valorar en gran medida la
posibilidad de inferir potencia de calculo. Existen diversas
metodologias de interés que permiten estimar el poder predictivo
(Chatterjee et al. 2013; Palla & Dudbridge 2015).

Existe cierto consenso sobre la preparacion, procedimientos y
filtros para la realizacion de PRS. Aungue cada aproximacion requiere
considerar la variabilidad, caracteristicas y necesidades intrinsecas a
cada analisis en su puesta a punto individualizada, una serie de
controles son extensibles a la mayoria de abordajes poligénicos. Existen
pocas guias o revisiones que asienten las bases y pautas a seguir, pero
en la literatura pueden encontrarse varios ejemplos que, desde una
perspectiva técnica o practica, analizan la utilidad y puntos de consenso
en este tipo de analisis (Dudbridge 2013; Wray et al. 2014; Chatterjee
etal. 2016; Dudbridge 2016; Anderson et al. 2018; Bogdan et al. 2018).
En términos generales, el poder predictivo y la validez de los analisis
PRS dependen de dos factores principales: la calidad y caracteristicas
de las muestras descubrimiento y diana. La implementacion de ambos
conjuntos de datos puede realizarse siguiendo los altos estandares de
calidad establecidos en las estrategias GWAS (Anderson et al. 2010)
mediante el uso de una herramienta bioinformatica. Una de las mas
extendidas es PLINK (Purcell et al. 2007; Chang et al. 2015), de cédigo
abierto basada en lenguaje C/C++ permite realizar extensivos controles
de calidad en datos gendmicos, ademas, la segunda generacion del
programa presenta importantes mejoras generales en el funcionamiento
y compatibilidad. Ademas de los filtros de calidad clasicos de GWAS
aplicados por individuo y por marcador genético en la muestra diana
(frecuencia del alelo menor, equilibrio Hardy-Weinberg, porcentaje de
informacidn genotipica perdida, calidad de la imputacion de variantes,
etc.) es de gran utilidad considerar otras cuestiones mas especificas de
los analisis PRS, siendo criticas varias de ellas:
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- Descarga u obtencién de la muestra descubrimiento: Las
estadisticas resumen obtenidas de paginas/sitios web deben
provenir siempre de repositorios oficiales, serd necesario
comprobar si se presenta mas de una version de los datos de
interés con el fin de elegir la que se ajusta a nuestro analisis y
sera necesario comprobar la integridad de los datos asi como
cualquier documento secundario con informacién relevante.

- Ancestralidad: La muestra descubrimiento y la muestra
diana deben mostrar mismo origen étnico o deben haber sido
seguido guias establecidas para procedimientos trans-
ancestrales (Zondervan & Cardon 2007; Kim et al. 2018).

- Solapamiento muestral: Se precisa prestar especial
interés al origen y conformacién de la muestra descubrimiento.
Si las muestras descubrimiento y diana presentan individuos en
comun los resultados de los analisis podran mostrar una
inflacion trascendente que distorsione completamente los
resultados de interés (Wray et al. 2014). Ademas, si la
naturaleza de los datos lo permite, comprobar si existe alto
grado de parentesco entre fracciones de ambas muestras, se
establece como un control de calidad extra.

- Alelo de efecto: Si la documentacion o informacion
asociada a las estadisticas resumen obtenidas como muestra
diana no indica qué alelo es el de riesgo puede asumirse
incorrectamente su efecto. Cuando no sea posible asegurar la
naturaleza del alelo, puede llegar a discernirse a partir de las
frecuencias en la muestra descubrimiento/diana y la poblacion
de referencia.

- Variantes ambiguas: Cuando muestra descubrimiento y
diana no presentan la informacidn necesaria para conocer la
cadena en la que las variantes han sido genotipadas y ademas
han sido obtenidas a partir de distintas tecnologias de
genotipado, es preferible eliminar aquellas variantes con alelos
ambiguos (variantes con las combinaciones A/T o C/G) ante la
imposibilidad de conocer si ambas muestras se refieren al
mismo alelo o0 no. La situacion puede ser solventada empleando
las frecuencias alélicas al igual que en el caso del alelo de efecto,
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pero el riesgo potencial y la gran disponibilidad de variantes en
la mayoria de los conjuntos de datos empleados en la actualidad
permiten su exclusion.

- Variantes duplicadas y nomenclatura empleada:
Asegurarse de la presencia de variantes duplicadas es otro
elemento de gran importancia. PLINK comprueba de manera
automatizada la presencia de incongruencias alélicas, pero otras
herramientas bioinformaticas no incluyen el andlisis de forma
automatizada. Ademas, es necesario comprobar la nomenclatura
empleada en la denominacion de variantes. Si la muestra
descubrimiento y diana no siguen los mismos estandares de
nomenclatura, una parte de la informacién genética sera
desestimada en el célculo de PRS. La aproximacion y solucion
mas sencilla se basa en la generacién de una nomenclatura
basada en la combinacion del valor del cromosoma y del par de
bases en el que se encuentra cada variante (p. ej. Una variante
dominada “rsX” incorporada desde el cromosoma 6 en la
posicion 334510 puede ser renombrada como “6:334510™).

- Cromosomas sexuales: Al igual que en la mayoria de los
GWAS duplicados, los cromosomas sexuales deben ser
excluidos para evitar posibles efectos de confusion
(Khramtsova et al. 2018) siempre que su analisis sea
prescindible.

1.2.6.4 El calculo de puntuaciones de riesgo poligénico

Para proceder al calculo de PRS es necesario seguir una serie

de directrices y pasos. Tras identificar una muestra descubrimiento con
datos de estadistica resumen de GWAS, junto a la obtencion de una
muestra diana con datos genotipicos comunes a la muestra
descubrimiento y realizar un control de calidad apropiado, el siguiente
paso se basa en la generacion de modelos de riesgo y su aplicacién a
nivel individual. Debido a la variedad de herramientas bioinformaticas
de célculo, esta descripcion reune Unicamente las caracteristicas
principales de la metodologia estandar.
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1.2.6.4.1 Seleccion de variantes

En estudios de asociacion, el fin de los andlisis es
identificar variantes asociadas de manera especifica por lo que el
umbral en el que un SNP es declarado significativo es un elemento
clave. Con este nivel de restriccion, las variantes son identificadas con
seguridad, disminuyendo en gran medida los falsos positivos (Wray et
al. 2014). Como se ha comentado anteriormente, los analisis
poligénicos permiten la inclusion de un gran ndmero de variantes
asociadas en distinto grado al rasgo o patologia de analisis sin
considerar un umbral estricto a superar. Con el fin de generar y
seleccionar el modelo compuesto por un conjunto especifico de
variantes que mejor clasifique los individuos en la muestra diana, la
aproximacion metodoldgica debe considerar que una proporcion de las
variantes incluidas en el analisis puede incluir ruido, con el consiguiente
aumento de los errores estandar. Por lo tanto, el uso de umbrales
basados en el valor de p de asociacion, permite incluir de forma
progresiva las variantes en modelos exigentes en mayor o menor
medida. Al emplear estos umbrales, se crean multiples PRS que
representan distintos grados de errores de tipo I/11 (Bogdan et al. 2018).

Cuando se emplean umbrales para la inclusion/exclusion de
variantes basados en el valor de p, el tamafio del efecto de los SNPs
excluidos se reduce a cero mientras los incluidos mantienen el tamafio
del efecto. El establecimiento de umbrales permite analizar distintos
modelos de manera secuencial y ordenada, ya que las variantes son
incluidas en una seleccion que avanza ordenadamente a través del grado
de asociacion. La comparacion de distintos modelos de forma ordenada
tiene como fin seleccionar aquel con rendimiento éptimo. Con este fin,
el programa informatico PRSice (Euesden et al. 2015) permite
comparar mdaltiples umbrales generados en un sistema secuencial
continuo, con el fin de detectar el umbral 6ptimo.

1.2.6.4.2 Desequilibrio de ligamiento

Uno de los sesgos mas importantes que pueden afectar al
resultado de PRS es el LD (Wray et al. 2014; Bogdan et al. 2018; Martin
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et al. 2018). Como se ha desarrollado anteriormente, los SNPs que se
encuentran en una misma regién genémica tienden a ser heredados de
manera conjunta, por lo que aquellas variantes correlacionadas
aportarian al modelo efectos no independientes. Esta situacion puede
reducir en gran medida la precision de los PRS (Wray et al. 2014).
Regiones con un alto LD que presentan un gran namero de variantes no
independientes incluidas en el proceso de genotipado e imputacion
estarian sobrerrepresentadas en el modelo poligénico en comparacion
con aquellas regiones con menor LD y un numero menor de variantes
en la regién cromosémica.

Esta falta de uniformidad extendida en el genoma requiere un
control especifico. El examen clésico para PRS se basa en un podado
de los datos estableciendo un valor de r? umbral. Existen distintos
algoritmos para el manejo de variantes en LD, pero es el podado
informativo informativo (clumping) uno de los mas empleados (Wray
et al. 2014; Bogdan et al. 2018). Los valores recomendados a seguir
pueden diferir en funcion de la poblacién de estudio, la cobertura
genotipica tras la imputacion, el control de calidad de variantes u otras
variables a considerar, como los filtros de frecuencia de alelo menor
aplicados a la muestra. Algunas revisiones recomiendan seguir
umbrales de r? de 0,2 0 0,1 (Wray et al. 2014; Bogdan et al. 2018) en
ventanas de 500 kilobases. En cada uno de los bloques, el algoritmo
selecciona en la muestra descubrimiento aquella variante independiente
mas asociada al rasgo o patologia de estudio y de mayor efecto. En la
mayoria de los estudios que emplean esta metodologia de PRS, es
necesario considerar la eliminacion completa o el mantenimiento de una
Unica variante de la region extendida del complejo principal de
histocompatibilidad (xMHC) debido a los importantes patrones de LD
de la region del cromosoma 6. La aplicacion del algoritmo de podado
informativo informativo puede realizarse con PLINK seleccionando los
valores de los parametros principales.

A pesar de constituir una herramienta clave en el estudio de datos
derivados de GWAS, existen ciertas criticas sobre la arbitrariedad en la
seleccion de un valor umbral (Wray et al. 2014). Uno de los puntos
débiles del algoritmo se basa en la naturaleza de la estrategia, que al
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seleccionar arbitrariamente variantes gendmicas, puede desequilibrar la
ratio de seleccion entre variantes causales independientes y variantes
asociadas con una Unica variante causal. El algoritmo de podado
informativo informativo puede seleccionar varias variantes asociadas
por estar correlacionadas con la misma variante causal en detrimento de
otras variantes causales independientes con un valor de asociacion algo
menor (Wray et al. 2014). Durante afios se han desarrollado otras
aproximaciones y algoritmos de seleccion de variantes, siendo LDpred
uno de los métodos mas extendidos que prescinde del algoritmo o
técnica de podado informativo (Vilhjalmsson et al. 2015). Este método
infiere el tamafio medio del efecto posterior de cada marcador
empleando un panel de referencia externo e informacion previa de los
tamarios del efecto. Las simulaciones llevadas a cabo por los autores
logran un incremento de la varianza explicada en la escala fenotipica,
pasando del 20,1% al 25,3% con datos de esquizofrenia y del 9,8% al
12% con datos de esclerosis multiple.

1.2.6.4.3 Célculo y evaluacion de PRS

Una PRS se calcula para cada individuo de la muestra
diana como la suma de alelos de riesgo ponderados por su efecto. En
estudios de fenotipo binario, caso-control, el tamafio del efecto suele
presentarse como el logaritmo natural de la OR calculado u observado
en el GWAS descubrimiento. Es importante conocer la escala
logaritmica empleada para interpretaciones futuras.

Para cada umbral o modelo empleado, las PRS (S) se computan
como:

m
j=1

Donde “j” es un SNP en “m” SNPs independientes asociados con
el fenotipo de interés. “g” es el nimero de alelos de riesgo para un SNP
en particular y B representa la estimacion del tamaio del efecto
(logOR).
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Tras la obtencion de las PRS, la validez del modelo debe ser
analizada. Las herramientas estadisticas mas empleadas se basan en
interrogar la capacidad predictiva y de ajuste del modelo en la poblacién
diana. La aproximacion mas comun es el andlisis de regresion. La
asociacion entre las PRS y el rasgo de analisis puede ser medida con
asociacion estandar o métricas de bondad de ajuste, muy extendidas en
epidemiologia (Wray et al. 2014). Estas herramientas estadisticas son
la estimacion del tamafio del efecto (OR o coeficiente B), varianza
fenotipica explicada (R?), el area bajo la curva caracteristica operativa
del receptor (AUC-ROC, Area Under Curve - Receiver Operating
Characteristic) y el valor de p de asociacion de los analisis de regresion.
La varianza fenotipica explicada se expresa mediante distintos
estimadores de la correlacion cuadrada entre el rasgo y las PRS (Heinzl
et al. 2005). Una de las més utilizadas y extendidas dentro de las
pseudo-R? en los andlisis de regresion logistica, cuando se analiza un
fenotipo binario, es la pseudo-R? de Nagelkerke (Nagelkerke 1991). A
pesar de su amplio uso, la pseudo-R? de Nagerkerke presenta ciertas
limitaciones, como la dependencia que muestra sobre la proporcién de
casos y controles en la muestra diana. Algunos autores han buscado
desarrollar medidas de correlacion que consideren este sesgo, pero su
uso no esta tan extendido (Lee et al. 2012; Wray et al. 2014).

En el analisis de las PRS es necesario incorporar covariables de
ajuste matematico. La edad, sexo, estructura poblacional y otras
variables deben ser consideradas en los andlisis con el fin de minimizar
el efecto de elementos confusores. Estos elementos o artefactos, de no
ser ajustados en los modelos matematicos, podrian llegar a generar
resultados espurios de los analisis genéticos (Bogdan et al. 2018).
Ademas de estas covariables, otras medidas pueden ser incorporadas a
los modelos matematicos para sus analisis conjuntos con los datos de
PRS: covariables informativas de elementos de tipo ambiental o clinico
o informacién genética complementaria.

77



XAQUIN GURRIARAN BAS

1.2.6.4.4 Metodologias PRS

La mayoria de los métodos que se presentan a
continuacion requieren datos en dos clases principales de formatos:
genotipicos a nivel individual o estadisticas resumen de GWAS.
Algunos métodos emplean solamente datos de una clase y otros las
combinan. Aunque permiten un mayor numero de opciones analiticas y
presentan ciertas ventajas de precision en calculo, los datos completos
a nivel genotipico individual presentan ciertas complicaciones
intrinsecas a su naturaleza:

- El volumen del conjunto de datos puede ser de
gran tamafio, con sus consecuentes cargas computacionales
asociadas. Los métodos que requieren estadisticas resumen
de GWAS presentan tiempos de calculo reducidos y una
menor memoria computacional al presentar procesos de
calculo mas eficientes (Ge et al. 2015).

- Estan sujetos a protecciones estrictas de tipo
ético y regulatorio, limitando su acceso con el fin de
mantener protegida la privacidad de los individuos. Los
métodos que requieren estadisticas resumen presentan
limitaciones éticas menores (Pasaniuc & Price 2016).

- Los métodos que requieren estadisticas resumen
suelen verse favorecidos de la mayor disponibilidad de estos
datos  derivados, = normalmente, de  consorcios
internacionales que siguen altos estandares de privacidad y
seguridad (Pasaniuc & Price, 2016).

Esta tesis doctoral no busca analizar de manera exhaustiva la
totalidad de herramientas bioinformaticas existentes y dtiles para el
calculo de PRS y andlisis relacionados, sino reflejar algunas de las
diferencias y opciones existentes en la literatura, con el fin de mostrar
una imagen amplia y diversa de los métodos empleados por la
comunidad cientifica. Algunos de los métodos
estadisticos/computacionales mas empleados se muestran a
continuacion:
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- PLINK (Purcell et al. 2007; Chang et al. 2015):
Una de las herramientas de uso mas extendido por su
sencillo y préctico uso. Este método emplea como muestra
descubrimiento estadisticas resumen de GWAS.

- GCTA/BLUP/GBLUP (Yang et al. 2011; Chen
et al. 2015): Estos métodos, basados en el modelo lineal
generalizado, ajustan modelos lineales mixtos con
componentes principales como covariables con el fin de
obtener la mejor prediccion. Estas metodologias emplean
como muestra descubrimiento datos genotipicos a nivel
individual.

- LDpred (Vilhjalmsson et al. 2015): Comentado
previamente, a diferencia de otros métodos, esta herramienta
permite inferir el tamafio medio del efecto de cada marcador
empleando un panel de referencia externo para inferir
patrones de LD y efectos de cada marcador, sin ser necesario
el podado informativo de los datos, al indicar un radio de
LD. Este método emplea como muestra descubrimiento
estadisticas resumen de GWAS.

- BayesR (Erbe et al. 2012): Esta aproximacion al
calculo de puntuaciones de riesgo individuales presenta una
mayor complejidad en su modelo, de tipo jerarquico, se
ajusta a todos los SNPs de manera simultanea. El efecto
atribuible a SNPs en LD entre ellos es compartido entre
todos los SNPs correlacionados. Este método emplea como
muestra descubrimiento datos genotipicos a nivel
individual.

1.2.6.5 PRS, una aproximacién gendmica en crecimiento

Podrian emplearse un gran nimero de ejemplos del avance en

el estudio de la arquitectura poligénica de las patologias o rasgos
complejos, incluso limitando los ejemplos a aquellos en el campo de
psiquiatria/psicologia. Dentro de los ejemplos de estimacion de riesgo
poligénico en el campo de psiquiatria, dos de los hitos mas importantes
son el estudio de Purcell y colaboradores, que describi6 por primera vez
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con éxito un modelo poligénico, y el realizado por el grupo Cross-
Disorder del PGC, analizando la arquitectura genética compartida entre
cinco patologias psiquiatricas comunes. Estos dos estudios asentaron
las bases y direcciones futuras de una gran parte de la investigacion
global en genética psiquidtrica, sirviendo como punto de partida para el
desarrollo de un gran nimero de estudios en el campo.

1.2.6.5.1 ““La variacion poligénica comun contribuye al
riesgo de esquizofrenia y trastorno bipolar” (Purcell et al. 2009)

El ISC (International Schizophrenia Consortium), con
Shaun M. Purcell liderando sus analisis, publicé en el afio 2009 en
Nature los resultados de un GWAS que incluia un total de 6909
individuos. Ademas de los resultados de asociacion de los 3322 casos
con esquizofrenia de origen europeo y 3587 controles, los autores
focalizaron los andlisis en un exhaustivo estudio de las variantes
genéticas localizadas en el MHC y en el analisis del componente
poligénico. Como se ha desarrollado anteriormente, este analisis marcé
un hito en el estudio de la variacion comun ya que pusieron a prueba y
confirmaron la teoria clésica de la herencia poligénica. La arquitectura
poligénica no habia sido descrita hasta la fecha en ninguna patologia o
rasgo humano a partir de datos de GWAS, por lo que este estudio
aportd y asentd las herramientas para el estudio de este componente
genético de variacion comun en el campo de los rasgos complejos
humanos.

Estos analisis concluyen que la base poligénica descrita en
esquizofrenia esta conformada por SNPs comunes, que explican al
menos un tercio de la variacion en la escala fenotipica, se comparte con
el trastorno bipolar y no presenta solapamiento con patologias no
psiquiatricas.

Tras dividir la muestra del 1SC por sexo, calcularon las PRS en
mujeres a partir de los efectos inferidos en la poblacion masculina. Tras
detectar un componente poligénico significativo que explicaba un 3%
de la varianza fenotipica, los autores analizaron esta arquitectura
genética en tres muestras independientes de esquizofrenia (dos
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muestras diana del Molecular Genetics of Schizophrenia [MGS]) de
origen europeo-americano y africano-americano y una muestra diana
derivada de un conjunto de muestras de origen britanico (O’Donovan
et al. 2008). El porcentaje de varianza explicada en la distintas muestras
diana fue mayor en el caso de la muestra europea-americana de MGS
(méaxima R? =3,2%), seguida por la de origen britanico (méaxima R?
=2,3%) y por ultimo, con un una prediccion menor, la muestra africana-
americana (maxima R? =0,4%).

Los analisis comparativos con otras patologias, se basaron en el
empleo de la muestra del ISC como muestra descubrimiento. Ademas,
emplearon en el caso de trastorno bipolar dos muestras independientes
(STEP-BD [Sklar et al. 2008] y WTCCC [Wellcome Trust Case
Control Consortium 2007]) y cinco muestras independientes derivadas
del WTCCC (diabetes tipo Il, diabetes tipo I, artritis reumatoide,
hipertensién y arterioesclerosis coronaria). Ninguna de las cinco
patologias no psiquiatricas mostrd solapamiento significativo con
esquizofrenia, mientras que en las muestras independientes de trastorno
bipolar se llegd a explicar entre el 1,4 y el 1,9% de la varianza
fenotipica.

El modelo poligénico desarrollado y aplicado por Purcell y
colaboradores ha servido como referencia para analisis posteriores,
marcando las pautas y estandares a seguir (Wray et al. 2014).

1.2.6.5.2 Analisis del Cross-Disorder Group del PGC

El PGC, liderado por Jordan Smoller y Stephan Ripke,
publico en el afio 2013 en The Lancet los resultados de analisis
conjuntos de cinco patologias psiquiatricas: esquizofrenia, trastorno
bipolar, trastorno depresivo mayor, trastornos del espectro autista y
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad. Ademas de estos
analisis, el consorcio internacional publicé a partir de esta iniciativa
resultados paralelos en Nature Genetics en el mismo afio, con un estudio
liderado por S Hong Lee y Naomi R. Wray.

81



XAQUIN GURRIARAN BAS

En el primer analisis comentado, los autores analizaron de forma
conjunta los cinco trastornos en 33332 casos y 27888 controles de
origen europeo. Ademas del GWAS general, los anélisis se centraron
en desentrafar las relaciones poligénicas entre los cinco trastornos y en
enfoques de analisis de rutas bioldgicas especificas. Para ello, los
autores realizaron PRS empleando cada patologia como muestra
descubrimiento y las cuatro restantes como diana. Los resultados
principales mostraron un solapamiento notable de la arquitectura
poligénica entre trastornos de inicio en la etapa adulta (esquizofrenia,
trastorno bipolar y trastorno depresivo mayor), en mayor grado en el
caso de esquizofrenia y trastorno bipolar. El solapamiento, aunque
menor, también fue detectado mediante PRS entre trastornos del
espectro autista y esquizofrenia o trastorno bipolar. En cambio, el
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad no presentd ninguna
relacion detectable con el resto de patologias. Estos resultados, desde el
punto de vista del continuo del neurodesarrollo, muestran el menor peso
de la variacion comun en la relacion existente entre los trastornos que
siguen el modelo y su gradiente. El estudio publicado en Nature
Genetics detecté importantes grados de correlacion genética entre
distintos trastornos. Las patologias mas correlacionadas fueron:
esquizofrenia-trastorno bipolar (rg=0,68), esquizofrenia y trastorno
depresivo mayor (rg=0,43), trastorno bipolar y trastorno depresivo
mayor (rg=0,47) o el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad y
el trastorno depresivo mayor (rg=0,32).

Los hallazgos llevados a cabo por esta iniciativa fueron de gran
relevancia, ya que ningun estudio previo habia mostrado o examinado
el solapamiento genético comdn entre esas cinco patologias
psiquidtricas. La relevancia reside en la demostracion del poder
predictivo de las PRS, que en este trabajo permite ir mas alla de las
entidades clinicas béasicas poniendo la primera piedra de cara a
comprender la coocurrencia de fenotipos clinicos. Los efectos aditivos
de variantes comunes independientes abrian una ventana al analisis de
la estructura de la psicopatologia.

La pleiotropia extendida en los trastornos psiquiatricos detectada
en este estudio proporciond las pistas iniciales sobre una biologia
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compartida por trastornos. Estos resultados se sumaron a efectos
pleiotropicos detectados previamente en variantes raras de gran efecto
(Malhotra & Sebat 2012). Tras la publicacion de este trabajo, decenas
de analisis han explorado la genética comun compartida entre
patologias psiquiatricas desde distintas perspectivas: buscando
evidencia de etiologia o0 arquitectura genética compartida u
optimizando la prediccion en la muestra diana empleando patologias
distintas.

1.2.6.6 Correlacion genética, otra aproximacion en el analisis
de solapamiento entre rasgos complejos

Otros métodos de interés son aquellos que exploran la
arquitectura genética compartida basandose en mediciones de
correlacion genética. Estas aproximaciones, derivadas de métodos de
calculo de heredabilidad basada en SNPs, permiten estimar el grado de
correlacion entre parejas de trastornos y, a diferencia de los PRS, no
proporcionan predicciones genéticas a nivel individual. Dos rasgos o
trastornos estan correlacionados genéticamente cuando existe una
correlacion entre los tamafios y direccion de los efectos de SNPs que
afectan a ambos, situacion que sefiala hacia una posible etiologia
compartida. Por lo tanto, aunque sin apoyarse en el calculo de
puntuaciones de riesgo, el uso de estas metodologias es de gran interés
desde la perspectiva de analisis de solapamiento entre rasgos
poligénicos (Maier et al. 2018).

En sintesis, pueden diferenciarse dos grandes metodologias de
aproximacion a este analisis genomico: aquellas que precisan datos
genotipicos a nivel individual y aquellas que permiten realizar las
estimaciones basandose en las estadisticas resumen de GWAS.

Una de las metodologias de estimacién de correlacion genética mas
extendida, se basa en calculos de maxima verosimilitud restringida
basados en el genoma (GREML) empleando datos genotipicos a nivel
individual. Este método, extendido en el calculo de heredabilidad
basada en SNPs, puede emplearse en el célculo de correlacion genética
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al pasar a una forma bivariable. Los analisis bivariables de GREML
dependen de la heredabilidad de SNPs de ambos rasgos a comparar, el
valor de correlacion genética de la poblacion y el solapamiento de
individuos entre muestras (Visscher et al. 2014). Esta aproximacion,
empleada en sus origenes en la mejora genética de especies de interés
comercial, presenta diversos métodos desarrollados para el calculo en
humanos. EI mas empleado, GCTA (Yang et al. 2011), es una
herramienta bioinformatica bastamente empleada en el célculo de
heredabilidad basada en SNPs con un uso extendido al célculo de
correlaciones, junto a otras funciones. Otras herramientas
bioinformaticas como BOLT-LMM, logran realizar estimaciones
mediante analisis bivariables GREML en un tiempo menor (Loh et al.
2015).

Otra metodologia de analisis de correlacion genética ampliamente
extendida, basada en estadisticas resumen de GWAS, es representada
por LDSC (Bulik-Sullivan et al. 2015a; Bulik-Sullivan et al. 2015b).
Uno de los mayores inconvenientes de este método es el aumento de
errores estdndar respecto a GREML. Su uso estd ampliamente
extendido y nuevas iniciativas han surgido a raiz de su éxito con el fin
de mejorar y facilitar su uso de manera extendida. EI mejor ejemplo
reside en LD Hub (Zheng et al. 2017), una base de datos centralizada
de estadisticas resumen de GWAS que permite realizar multiples
andlisis de correlacion basados en LDSC en una interfaz web, de
manera automatizada integrando mudltiples conjuntos de datos de
GWAS simultaneamente.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICACION E HIPOTESIS

Los trastornos psiquiatricos presentan, en el marco nosologico
actual, una importante comorbilidad extendida. Las relaciones
concretas entre trastornos en las que se asienta directamente esta tesis
son la comorbilidad entre el trastorno obsesivo-compulsivo y la
esquizofrenia y la observada entre el trastorno por abuso o dependencia
de sustancias y los trastornos psiquiatricos generales (también
denominada “patologia dual’).

La prevalencia estimada del trastorno obsesivo-compulsivo en
pacientes con un diagndstico en el espectro de la esquizofrenia es del
12,1% (Achim et al. 2011). Ademas, la presencia de un diagndstico
previo de trastorno obsesivo-compulsivo y la presencia de un
diagnostico del trastorno en parientes cercanos estan asociados a un
mayor riesgo a desarrollar esquizofrenia (Meier et al. 2014; Cederlof et
al. 2015).

El trastorno por abuso o dependencia de sustancias muestra una
importante heredabilidad estimada, del 40% al 70% dependiendo de la
sustancia, con una importante fraccion de la susceptibilidad genética
compartida entre las distintas adicciones (Kendler et al. 2003; Goldman
et al. 2005; Kendler et al. 2007). La comorbilidad de un trastorno por
abuso o dependencia de sustancias y los trastornos psiquiatricos
generales es muy comun y esta asociada con un peor pronostico en los
pacientes (Regier et al. 1990; Pereiro et al. 2013).

En base a lo anteriormente desarrollado, y al gran avance de la
genética psiquiatrica en los dltimos afios, se plantean las siguientes
hipdtesis:

La arquitectura genética de los distintos trastornos psiquiatricos
seguira una estructura poligénica en el marco del modelo de
enfermedad comun — variante comun. Esta arquitectura, formada por un
gran conjunto de variantes de pequefio efecto cada una, podra ser
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empleada para la estimacion de riesgo individual a desarrollar un
trastorno mediante la generacion de puntuaciones de riesgo poligénico.

La generacién de modelos de prediccidn de riesgo, y su capacidad
predictiva, dependen del grado de conocimiento del tamafio del efecto
y el nivel de asociacion de las distintas variantes involucradas en un
fenotipo concreto (datos obtenidos mediante grandes GWAS). Estos,
aunque reflejan una imagen incompleta de la genética de los distintos
trastornos, podréan ser suficientemente Utiles en el esclarecimiento de
diversas cuestiones etioldgicas.

La capacidad predictiva permitira indagar en las relaciones entre
distintos trastornos, posibilitando el analisis del grado de solapamiento
genético entre ellos. La alta comorbilidad entre algunos trastornos, asi
como el solapamiento en distintos aspectos clinicos, podran responder
parcialmente a esta relacion genética subyacente.

La prediccion de riesgo poligénico podra ser combinada con
variables de riesgo conocidas, con el fin de analizar su comportamiento
y utilidad clinica, mas alld de las variables conocidas, en modelos
conjuntos.

La genética potencialmente compartida entre trastornos podra
incrementar la capacidad predictiva del modelo de riesgo poligénico
cuando es modelizada conjuntamente.

Sera posible discernir parte de la etiologia de los distintos
trastornos psiquiatricos mediante la estimacion de puntuaciones de
riesgo poligénico basadas en modelos fundamentados en mecanismos
biologicos funcionales subyacentes.

La mejor comprension de la poligenicidad y la estimacion de riesgo
de los trastornos psiquiatricos permitirdn avanzar hacia una nosologia
con mayor validez bioldgica. Esta, repercutird positivamente en el
diagnostico, tratamiento y prondstico de los pacientes
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2.2 OBJETIVOS

El objetivo general de los cuatro estudios que conforman la
presente tesis doctoral consistio en analizar la utilidad de las
puntuaciones de riesgo poligénico en el marco de los trastornos
psiquiatricos. Con este fin, se marcaron los siguientes tres objetivos
concretos:

- Analizar el solapamiento de la arquitectura genética
entre distintos trastornos con diferentes grados de comorbilidad:
o Estudiando la  susceptibilidad poligénica
compartida entre el trastorno obsesivo-compulsivo y la
esquizofrenia.

o Examinando la susceptibilidad poligénica
compartida entre el trastorno por abuso o dependencia
de sustancias y los principales trastornos psiquiatricos y

las diferencias de carga de susceptibilidad entre sexos.

- Analizar, en una muestra diana de alcoholismo, la
capacidad predictiva de la modelizacion conjunta de factores
predictivos de riesgo conocidos junto a puntuaciones de riesgo
poligénico, empleando modelos genéticos combinados. Estos
ultimos, estardn compuestos por puntuaciones poligénicas
obtenidas a través de modelos basados en distintos trastornos.

- Analizar la capacidad predictiva de modelos poligénicos
fundamentados en la seleccion de variantes en base a criterios
bioldgicos funcionales, con el fin de explicar la relacion entre el
estrés y la dependencia al alcohol.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MUESTRAS

En la realizacion de esta tesis doctoral se emplearon cuatro
conjuntos muestrales.

3.1.1 Trastorno obsesivo-compulsivo

En el estudio de trastorno obsesivo-compulsivo se incluyeron un
total de 917 muestras. El conjunto de pacientes esta compuesto por 433
individuos (206 mujeres y 227 hombres) diagnosticados con trastorno
obsesivo-compulsivo. El inicio de la patologia fue antes de los 15 afios
de edad en el 38% de los pacientes y antes de los 12 afios en el 21% de
los individuos. Los diagnosticos fueron llevados a cabo por dos
psiquiatras experimentados siguiendo en adultos el (SCID-I, Structured
Clinical Interview for DSM-IV Axis | Disorders - Clinician Version)
(First et al. 1997), y, en el grupo pediatrico, el (K.SADS-PL, Kids
Schedule for affective Disorders and Schizophrenia for School-age
Children - Present and Lifetime Version) (Kaufman et al. 1996). Los
casos fueron reclutados entre los afios 2003 y 2012 en la unidad de
trastorno obsesivo-compuslivo del Hospital de Bellvitge (L'Hospitalet
de Llobregat) y el Departamento de Psiquiatria y Psicologia del Nifio y
el Adolescente del Hospital Clinic (Barcelona). Todos los pacientes son
de ascendencia europea y nacidos en Espafa. Los criterios de exclusion
para este grupo de individuos son presencia de trastornos psicoticos,
dependencia a drogas psicoactivas, discapacidad intelectual vy
patologias neuroldgicas u organicas severas, exceptuando trastornos
por tics.

La muestra control para el estudio de trastorno obsesivo-
compulsivo estaba compuesta por 484 individuos (202 mujeres y 282
hombres) del Banco Nacional de ADN Carlos Ill (Universidad de
Salamanca) y sujetos que acuden a centros de atencion primaria de
Galicia. Todos ellos se encontraban en buen estado de salud, declarando
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no sufrir ninguna enfermedad, tras verse sometidos a un breve examen
médico y un cuestionario. Se obtuvo consentimiento informado de
todos los participantes o de sus tutores legales y la investigacion fue
realizada acorde a los principios de la Declaracion de Helsinki tras la
aprobacion de los distintos Comités Eticos (Comité Etico del Hospital
Universitario de Bellvitge [referencia 198/02], Comité Etico del
Hospital Clinic [referencia HCB/2009/4884] y el Comité de Etica en
Investigacion Clinica De Galicia [referencia 2013/106]).

3.1.2 Esquizofrenia

Esta muestra fue generada en el estudio de Carrera y colaboradores
(Carrera et al. 2012). Una descripcién adicional de los sujetos, la
genotipacion y el control de calidad aplicado al conjunto muestral se
presenta mas detalladamente en el manuscrito. Los datos presentados a
continuacion son el resultado del control de calidad aplicado en el
trabajo.

El nimero total de individuos que conforman esta muestra es 923,
divididos en 476 casos y 447 controles e incluyen 5100 SNPs no
sinénimos ~ (nsSNPs,  Non-Synonymous  Single  Nucleotide
Polymorphisms). Los pacientes pertenecen al area sanitaria de Santiago
de Compostela, presentan un diagndéstico en esquizofrenia basado en
los criterios del DSM-1V a través de entrevistas no estructuradas, su
diagnostico es estable (minimo 2 afios). Los pacientes con trastorno
esquizoafectivo fueron excluidos.

Las muestras del grupo control fueron obtenidas de individuos que
participaron en donaciones de sangre en el Centro de Transfusion de
Galicia (Santiago de Compostela), de origen gallego.

Todos los participantes aportaron por escrito su consentimiento
informado para participar en este estudio. La investigacion fue realizada
acorde a la Gltima versién de la Declaracion de Helsinki y fue aprobado
por el Comité de Etica en Investigacion Clinica De Galicia (referencia
2008/116).

94



Materiales y métodos

3.1.3 Trastorno por abuso o dependencia de sustancias

En la primera fase del estudio de adicciones, en el que se engloba
este conjunto muestral, se incluyeron un total de 1176 individuos: 572
casos y 604 controles (383 mujeres y 793 hombres). La recogida de
muestras fue llevada a cabo entre los afios 2013 y 2014. Los pacientes
son principalmente individuos que acuden a Unidades de Asistencia de
Drogodependencias de las principales areas de salud de Galicia. Los
diagndsticos fueron realizados por parte del equipo clinico de estas
unidades, todos ellos psiquiatras con amplia trayectoria profesional y
experiencia, basandose en todos los datos disponibles utilizando el
(LEAD, Longitudinal Expert All Data) (Spitzer et al. 1983). Los
criterios de inclusion se resumen en una edad comprendida entre 18 y
65 afios, origen en Galicia (cuatro abuelos nacidos en la comunidad
autobnoma), criterios de dependencia de wuna sustancia y
abuso/dependencia de otra de las siguientes drogas: alcohol, tabaco,
cannabis, cocaina, opiaceos, hipnoéticos, estimulantes, alucindgenos y
solventes volatiles. Durante el proceso de asistencia a los pacientes se
evaluo la posible comorbilidad de trastornos psiquiatricos generales, a
través de un examen clinico del estado mental y la revision exhaustiva
de la historia clinica electronica del paciente. Los criterios de exclusion
para este grupo de pacientes se resumen en: presencia de discapacidad
intelectual y patologias neurolégicas graves.

Las muestras del grupo control, 604 participantes, fueron obtenidas
de individuos que participaron en donaciones de sangre en el Centro de
Transfusion de Galicia (Santiago de Compostela) y pertenecen a la
coleccion n° 0003122 del Registro Nacional de Biobancos del Instituto
de Salud Carlos Ill. El alcoholismo cronico y el uso de drogas ilicitas,
informacidn aportada por los donantes, son causas de exclusion para la
donacidn de sangre. Segun datos oficiales del Ministerio de Sanidad,
Servicios Sociales e Igualdad del afio 2015, la prevalencia del consumo
de alcohol alguna vez en la vida en la poblacion (15-64 afios de edad)
es del 93,5% (EDADES 2015). Por lo tanto, esta muestra esta
compuesta por individuos que mayoritariamente han estado expuestos
a alcohol y no han desarrollado trastorno por abuso o dependencia de
sustancias (SUD, Substance Use Disorder). Todos los participantes
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aportaron por escrito su consentimiento informado para participar en
este estudio. La investigacion fue realizada acorde a la Gltima version
de la Declaracion de Helsinki y fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion Clinica De Galicia (referencia 2012/368).

3.1.4 Trastorno por dependencia de alcohol

La segunda fase del estudio incluy6 un total de 470 muestras, 240
casos y 230 controles, apareados por sexo y edad. La recogida de
muestras fue llevada a cabo en 2015. Las muestras de pacientes fueron
recogidas en distintas unidades de asistencia: el 71,67% de la muestra
proviene de la Unidad de Conductas Adictivas de Ourense (unidad
multidisciplinar dedicada en exclusiva al alcoholismo), el 20,83% del
Servicio de Psiquiatria de Santiago de Compostela y el 7,5% restante
proviene de varios centros de asistencia del area de Oviedo, Asturias.
Los casos son individuos dependientes de alcohol (criterios DSM-1V),
diagnosticados por los distintos equipos clinicos. Los criterios de
inclusién fueron: mayoria de edad, dependencia de alcohol (criterios
CIE-10) y origen gallego (cuatro abuelos gallegos) o asturiano (cuatro
abuelos asturianos). Los criterios de exclusion se resumen a
continuacién: discapacidad intelectual, enfermedad neuroldgica,
deterioro cognitivo y parentesco con muestras de la Fase I. El 67,5% de
los casos presentan dependencia de otra sustancia y el 23,75%
comorbilidad de otros trastornos psiquiatricos del Eje 1. Todos los
participantes han aportado por escrito su consentimiento informado
para participar en este estudio.

Los individuos que componen el grupo control de la Fase Il son
sujetos que estan expuestos al alcohol pero ninguno ha llegado a
mostrar criterios de dependencia de la sustancia. Ademas del
emparejamiento comentado en el parrafo anterior, cabe destacar que
estos individuos fueron seleccionados entre adultos que vivian en la
misma comunidad que los casos en el momento de la evaluacion. El
origen de las muestras de Galicia es variado y presenta la siguiente
distribucion: 70% amigos, vecinos, conocidos y compafieros de trabajo,
20% centros de salud privados y el 10% restante de centros de salud
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publicos. Los controles que provienen de Asturias fueron reclutados
tras haber pasado consultas y evaluaciones previas por el mismo médico
de familia tras haber buscado atencion medica con el fin de tratar un
evento agudo no grave (resfriado, otitis, etc.). Todas las muestras
aportaron su consentimiento informado para este estudio. La
investigacion fue realizada acorde a la Gltima version de la declaracién
de Helsinki y ha sido aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
Clinica De Galicia (referencia 2014/428) y por el Comité de Etica en
Investigacion Clinica De Asturias (referencia 77/14).

Todos los individuos de esta muestra, afiadieron a su muestra
bioldgica informacion ambiental recogida por los distintos equipos
clinicos. Ademas del sexo y la edad, todos los individuos aportaron
informacién de otras variables: meses/edad de dependencia al
alcohol/tabaco, meses/edad de inicio de consumo de alcohol, unidades
de alcohol al dia durante el Gltimo mes, nimero de cigarrillos al dia
durante el ultimo mes, estado civil, situacion de convivencia en el
hogar, situacion laboral, afios de estudio completados, intentos de
suicidio, comorbilidad psiquiatrica CIE-10, comorbilidad adictiva e
historia familiar de dependencia de alcohol. También participaron
incluyendo distintos cuestionarios psicoldgicos:

- Cuestionario de patron de consumo de alcohol: Este
cuestionario es una adaptacion al castellano del facilitado por el
National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA,
Bethesda, Maryland, EE.UU.), el cual permite conocer, del
individuo entrevistado, los habitos de consumo durante el
ultimo afio: frecuencia, cantidad y patron de consumo.

- Escala de acontecimientos vitales estresantes de Brugha
(LTE, The List of Threatening Experiences): Cuestionario
autoadministrado con 12 categorias y cuestiones de las posibles
experiencias estresantes 0 amenazantes que ha sufrido un
individuo. Por su estructura y el nimero de categorias
analizadas, permite realizar el analisis con rapidez sin reducir en
gran medida el grado de asociacion respecto a otros
cuestionarios. Los pacientes y controles fueron examinados con
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el fin de conocer posible elementos estresantes vitales durante
el ultimo afio (Brugha et al. 1985).
- Escala de acontecimientos traumaéticos en la infancia

(CTQ, Childhood Trauma Questionnaire): Cuestionario
autoadministrado con 28 items o cuestiones tipo Likert que
contempla cinco categorias de exposicién a trauma infantil:
abuso emocional, abuso fisico, abuso sexual, negligencia
emocional y negligencia fisica. Puede ser usado tanto para
medir presencia 0 ausencia de exposicion como para medir la
severidad de esta exposicion (Bernstein & Fink 1988).

- Inventario NEO reducido de Cinco Factores (NEO-FFI):
Cuestionario autoadministrado de 60 items o cuestiones tipo Likert
que miden los cinco grandes dominios o factores de la personalidad:
neuroticismo, extraversion, apertura, amabilidad y responsabilidad.
Este cuestionario es la version reducida del Inventario de
Personalidad NEO Revisado (NEO PI-R) e incluye 12 items de cada
factor (Costa & McCrae 1999).

3.2 GENOTIPADO

La tecnologia de genotipado de las muestras, asi como el manejo
de las mismas o el tipo de muestra bioldgicas presenta diferencias entre
los distintos estudios incluidos, por lo que son presentados por
separado.

Las muestras donadas por pacientes y controles en el estudio de
trastorno  obsesivo-compulsivo fueron recogidas en tubos con
anticoagulante acido etilendiaminotetraacético (EDTA) con sangre en
su interior. La tecnologia de genotipado utilizada fue el chip de
Affymetrix (Santa Clara, California, EE.UU.) Axiom Exome Array y el
proceso de genotipado fue llevado a cabo en el Centro Nacional de
Genotipado (CeGen-ISCIII, nodo de Santiago de Compostela) en la
plataforma Gene Titan de Affymetrix. Este panel incluye cerca de
300000 variantes localizadas en regiones codificantes. Las sondas son
marcadores de GWAS del National Human Genome Research Institute
Catalog of Published Associations (agosto 2011) y marcadores
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informativos de ancestralidad. Para prevenir y minimizar efectos de
lote, todos los chips presentaron aproximadamente el mismo nimero de
casos que de controles. La asignacion de variantes (variant calling) se
realizd con el software Affymetrix Genotyping Console Software
utilizando el algoritmo Axiom GT1. Este chip fue utilizado en casos y
controles siguiendo las instrucciones del fabricante.

En el caso de los dos conjuntos muestrales de trastornos por uso o
abuso de sustancias las muestras bioldgicas fueron recibidas en el
laboratorio de Santiago de Compostela en dos formatos distintos:
muestras de sangre en tubos EDTA en la primera y la segunda fase del
estudio y saliva unicamente en la segunda fase (kit OragenesDNA OG-
500 [DNA Genotek, Ottawa, Ontario, Canadd]). La extraccion del ADN
se realizo, en la primera fase, con la plataforma chemagen y el kit
chemagenic DNA Blood Kit special (PerkinElmer chemagen
Technologie GmbH, Baesweiler, Alemania). En la segunda fase, el
ADN genomico fue extraido con el kit de extraccion ReliaPrep Blood
gDNA Miniprep System (Promega, Madison, Wisconsin, EE.UU.) en
el caso de las muestras de sangre. Las muestras de saliva fueron
procesadas con el kit preplTeL2P (DNA Genotek). La cuantificacion
del ADN se realiz6 mediante dos métodos distintos: todas las muestras
fueron medidas en el laboratorio con el fluorimetro Qubit dsDNA BR
Assay Kit de Life Technologies (Eugene, Oregon, EE.UU.) y, parte de
las muestras de la segunda fase, con el espectrofotometro Nanodrop
2000 de Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, EE.UU.)
con el fin de conocer la pureza aproximada de las muestras.

El genotipado utilizado en el estudio de adicciones se basé en la
plataforma iScan System de Illumina (lllumina, San Diego, CA,
EE.UU.). En ambas fases el chip utilizado fue el BeadChip Illumina
Infinium PsychArray (v1.0 en la primera fase y v1.1 en la segunda fase
del estudio) y el genotipado fue llevado a cabo en el Centro Nacional
de Genotipado (CeGen-ISCIII, nodo de Madrid). Este chip ha sido
desarrollado por Illumina en colaboracion con el Psychiatric Genomics
Consortium e incluye mas de medio millon de marcadores ampliamente
distribuidos por el genoma, de los cuales 50000 estan asociados con
trastornos psiquiatricos. Para prevenir y minimizar efectos de lote,
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todos los chips presentan aproximadamente el mismo namero de casos
que de controles, con un disefio previo de placa que consideraba el
manejo de las muestras en las plataformas robotizadas. Este chip ha sido
utilizado en casos y controles siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.3 CONTROL DE CALIDAD DE LOS DATOS GENOTIPADOS

El filtrado de genotipos es un procedimiento de gran importancia
que, en una gran parte de la bibliografia, no se desarrolla en detalle
incluyendo cada paso especifico, existiendo cierta pero pequefia
variabilidad en los métodos entre distintos estudios. En este trabajo, la
mayoria de los pardmetros aplicados son compartidos entre los distintos
conjuntos de muestras, existiendo ciertas diferencias puntuales. Para
reflejar en detalle este proceso, se desarrollan por separado ambos
protocolos (trastorno obsesivo-compulsivo y SUD).

En el estudio de trastorno obsesivo-compulsivo el proceso de
filtrado de genotipos se realizo de forma exhaustiva con procedimientos
estandar de PLINK v1.07 (Purcell et al. 2007). PLINK es una
herramienta de cddigo abierto C/C++ que permite trabajar con grandes
conjuntos de datos. Los SNPs que no superasen alguno de los siguientes
filtros fueron eliminados: (i) ratio de genotipacion mayor al 95% (SNP
call rate); (ii) desviaciones significativas del equilibrio Hardy-
Weinberg en controles (P>1x103); (iii) ratio de genotipacion casos vs
controles (P>1x103; call rate differences cases vs controls) y (iv)
frecuencia del alelo menor >5% (MAF, minor allele frequency). Las
muestras que presentan alguna de estas condiciones fueron eliminadas
con PLINK v1.07: (i) ratio de genotipacién menor al 95% (call rate);
(ii) género discordante entre el registrado en nuestra base de datos y el
inferido de los genotipos; (iii) niveles de heterocigosidad que se apartan
tres desviaciones estandar de la media; (iv) relaciones de parentesco
cripticas, detectadas por valores de la proporcion del genoma idéntica
por descendencia mayores a 0,05 (IBD, identity-by-descent, = PI-
HAT), calculado con variantes filtradas por MAF>5%. El uso de IBD
permite reconocer parejas de individuos que se parecen mas de lo que
cabria esperar en una muestra al azar. En los casos en los que esta
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situacion se cumplio, se elimind la muestra de la pareja que presentaba
una menor ratio de genotipacion. Por dltimo, se analizaron datos
informativos de ancestralidad. Utilizando 3410 marcadores
informativos de ancestralidad se buscé identificar aquellos individuos
con menos de un 90% genotipos de origen no europeo utilizando
Structure v2.3.3 (Pritchard et al. 2000) y las muestras de HapMap de
origen europeo (CEU), africano (YRI) y asiatico (JPT+CHB) como
muestras de referencia.

En el estudio de adicciones el proceso de filtrado de genotipos se
realiz6 con PLINK v1.9 (Chang et al. 2015). Las variantes que no
superasen alguno de los siguientes filtros fueron eliminadas: (i) ratio de
genotipacién mayor al 95%; (ii) ratio de genotipacion casos vs controles
(P>1x107); (iii) sin desviaciones significativas del equilibrio Hardy-
Weinberg en controles (P>1x102) y (iv) frecuencia del alelo menor
>1%.

Las muestras que presentan alguna de estas condiciones fueron
eliminadas: (i) ratio de genotipacion menor al 95%; (ii) relaciones de
parentesco cripticas entre individuos detectadas mediante 1BD, el
umbral seleccionado es PI-HAT mayor a 0,15, calculado con variantes
filtradas por MAF>10%. En los casos en los que esta situacion se
cumplid, se elimind aquella muestra con menor ratio de genotipacion
correcta en las variantes que presentan un MAF>1% vy (iii) se analizé la
posible existencia de muestras duplicadas. Para evaluar la estructura de
la poblacidon, corregir la posible estratificacion y detectar muestras
atipicas (outliers) se calcularon las primeras cinco dimensiones del
método de escalamiento multidimensional (MDS, multidimensional
scaling).

Al incorporarse ambas fases del estudio para analisis combinados
se analizo el posible solapamiento de muestras entre ambas fases del
estudio y la presencia de relaciones de parentesco no detectadas al
seleccionar las muestras (PI-HAT=0,125).
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3.4 IMPUTACION DE VARIANTES

La imputacion de variantes fue realizada para los datos derivados
de las dos fases del estudio de SUD. Al existir diferencias en la
metodologia entre la primera y la segunda fase, ambos procedimientos
se exponen por separado.

En la primera fase, la inferencia de haplotipos (prephasing), fue
llevada a cabo con SHAPEIT, en su version v2.r837 (Delaneau et al.
2011) con el fin de acelerar el proceso de imputacion y reducir el coste
de computacional. La imputacion fue realizada con IMPUTEZ, en su
version v2.3.2 (Howie et al. 2), utilizando como datos de referencia la
fase 3 b37 del estudio 1000 Genomes siguiendo las indicaciones de uso
de IMPUTEZ2. Tras la imputacion, las asignaciones de genotipo (calls)
con una incertidumbre >0,1 fueron tratadas como perdidas, asi como las
variantes con una puntuacion de calidad de imputacion (info,
imputation quality score) menor a 0,8. Finalmente, los mismos
controles de calidad aplicados a los SNPs genotipados se aplicaron a
los SNPs imputados.

En la segunda fase del estudio de SUD, las variantes fueron
imputadas  utilizando el Michigan Imputation  Server
(https://imputationserver.sph.umich.edu/index.html) (Das et al. 2016)
utilizando como panel de referencia la version fase 3 v5 b37 del
proyecto 1000 Genomes, SHAPEIT en su version v2.r837 y Minimac3
(https://genome.sph.umich.edu/wiki/Minimac) (Das et al. 2016). El
servidor lleva a cabo varios pasos en segundo plano de tipo control: de
calidad estadistica (con el fin de detectar variantes duplicadas, SNPs
eliminados, control del MAF etc.) y de validez de los datos introducidos
(muestras, cromosomas, SNPs).

3.5 MODELOS DE RIESGO POLIGENICO

Las PRS de cada individuo en la muestra diana fueron calculadas
como la suma de los efectos por SNP. El efecto de cada variante resulta
de la ponderacién por el logaritmo neperiano de las OR de la muestra
descubrimiento.
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3.5.1 Muestras descubrimiento

En este subapartado se resumen las caracteristicas de las distintas
muestras descubrimiento utilizadas en los distintos estudios de esta tesis
doctoral para la generacion de modelos de riesgo poligénico.

3.5.1.1 Muestras descubrimiento del PGC

Los modelos de riesgo poligénico utilizados en esta tesis doctoral
provienen, mayoritariamente, del uso de estadisticas resumen de acceso
publico. La mayor parte de éstos proviene del PGC. Esta organizacion,
como se ha comentado en la introduccién de esta Tesis, es uno de los
principales consorcios gendmicos del mundo que apoya la ciencia
abierta y el intercambio de datos. Esta estrategia responde a una
perspectiva “precompetitiva”, considerando la identificacion de
resultados gendmicos como un bien pablico (Sullivan et al. 2018). Para
asegurar el progreso en el campo, ofrecen un gran numero de
estadisticas resumen obtenidas a partir de distintos GWAS llevados a
cabo a lo largo de su existencia como organizacion. La difusion de
resultados se realiza a través del sitio web propio, https://pgc.unc.edu,
un repositorio de acceso controlado asociado al centro University of
North Carolina at Chapel Hill School of Medicine. Segun indica el sitio
web, los datos deben ser utilizados inicamente con fines cientificos y/o
educativos. Debido a que el PGC incluye numerosos grupos de
investigacion, se debe esperar siempre cierta heterogeneidad en el
origen de las muestras, siendo principalmente de origen europeo (los
distintos estudios presentan muestras con un porcentaje de europeos que
oscila entre 85% y la totalidad de la muestra). Los recursos utilizados
para conformar los distintos modelos de riesgo obtenidos a partir de la
iniciativa del PGC se presentan a continuacion ordenados por trastorno
(la Tabla 1 muestra la informacién de forma resumida):
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TABLA 1. MUESTRAS DESCUBRIMIENTO PGC. El tamafio efectivo de las muestras fue
calculado como el doble de la media arménica (parte de las muestras incluyen
pseudocontroles o pseudocasos de trios). Las estimaciones de heredabilidad de las
muestras de trastornos individuales de CROSS son las aportadas por Cross-Disorder
Group of the PGC 2013, en ANX se aportan las obtenidas por dos métodos distintos,
la de MDD?2 fue calculada sin los individuos excluidos del conjunto muestral accesible
en el repositorio del PGC y la de SCZ2 esta basada en un conjunto muestral menor al
expuesto aqui, debido a diferentes controles de calidad aplicados. *Los distintos
acrénimos responden a las siguientes referencias: ADHD-2017 (Demontis et al. 2017),
ASD-2017 (Autism Spectrum Disorders Working Group of the PGC 2016), BP-CROSS
(Cross-Disorder Group of the PGC 2013), MDD-CROSS (Cross-Disorder Group of the
PGC 2013), MDD2 (Wray et al. 2018), SCZ-CROSS (Cross-Disorder Group of the PGC
2013), CROSS (Cross-Disorder Group of the PGC 2013), SCZ2 (Schizophrenia Working
Group of the PGC 2014) y ANX (Otowa et al. 2016).

ACRONIMO TRASTORNO / N N TAMANO SNPs - h? (E.S.)
MUESTRA* RASGO CASOS | CONTROLES EFECTIVO o
Trastorno por
ADHD-2017 déficit de atencion 19099 34194 49017 0,22 (0,01)
e hiperactividad
Trastorno del
ASD-2017 espectro autista 7387 8567 15867 0,18 (0,02)
BP-CROSS Trastorno bipolar 6990 4820 11411 0,25 (0,012)
Trastorno
MDD-CROSS depresivo mayor 9227 7383 16405 0,21 (0,021)
Trastorno
MDD2 depresivo mayor 59851 113154 173005 0,1421 (0,037)
SCZ-CROSS Esquizofrenia 9379 7736 16957 0,23 (0,008)
CROSS Cross-Disorder 33332 27888 60736 —
SCz2 Esquizofrenia 35476 46839 80746 0,274 (0,0007)
Trastorno de
ANX ansiedad 5690 11620 15279 060193555(?6013;57))
generalizada ’ !
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- Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad:
Muestra conformada por 19099 casos y 34194 controles, con un
tamano efectivo de 49017 individuos, todas de origen europeo
y 8047421 variantes (Demontis et al. 2017). El utilizado para
esta muestra es ADHD-2017.

- Trastorno del espectro autista: Muestra constituida
por 7387 casos y 8567 controles, con un tamafio efectivo de
15867 individuos. El 85,08% de la muestra es de origen
europeo. Incluye 6517325 variantes (Autism Spectrum
Disorders Working Group of the PGC 2016). El acrénimo
utilizado para esta muestra es ASD-2017.

- Trastorno bipolar: Muestra conformada por 6690 casos
y 4820 controles, con un tamafio efectivo de 11411 individuos.
Todas las muestras son de origen europeo. Esta muestra es una
muestra secundaria del estudio Cross-Disorder e incluye
1233535 variantes (Cross-Disorder Group of the PGC 2013). El
acronimo utilizado para esta muestra es BP-CROSS.

- Trastorno depresivo mayor: Dos muestras. La primera
de ellas esta constituida por 9227 casos y 7383 controles, con
un tamafio efectivo de 16405 individuos. Todas las muestras son
de origen europeo. Esta muestra es una muestra secundaria del
estudio Cross-Disorder e incluye 1232794 variantes (Cross-
Disorder Group of the PGC 2013). El acrénimo utilizado para
esta muestra es MDD-CROSS. La segunda, presenta 59851
casos y 113154 controles, con un tamafio efectivo de 173005
individuos. Todas las muestras son de origen europeo. Incluye
9622763 variantes (Wray et al. 2018). El acronimo utilizado
para esta muestra es MDD2.

- Esquizofrenia: Dos muestras. La primera de ellas esta
conformada por 9379 casos y 7736 controles, con un tamafio
efectivo de 16957 individuos. Todas las muestras son de origen
europeo. Esta muestra es una muestra secundaria del estudio
Cross-Disorder e incluye 1237959 variantes (Cross-Disorder
Group of the PGC 2013). El acronimo utilizado para esta
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muestra es SCZ-CROSS. La segunda, conformada por 35476
casos y 46839 controles, con un tamafio efectivo de 80746
individuos. El 96,94% de la muestra es de origen europeo.
Incluye 9444230 variantes (Schizophrenia Working Group of
the PGC 2014). El acronimo utilizado para esta muestra es
SCZz2.

- Cross-Disorder: Muestra conformada por 33332 casos
y 27888 controles, con un tamaiio efectivo de 60736 individuos.
Todas las muestras son de origen europeo. Esta muestra es la
muestra principal del estudio Cross-Disorder, presenta casos de
cinco patologias psiquiatricas distintas (Trastorno por déficit de
atencion e hiperactividad, trastorno del espectro autista,
trastorno bipolar, trastorno depresivo mayor y esquizofrenia) e
incluye 1249700 variantes (Cross-Disorder Group of the PGC
2013). El acrénimo utilizado para esta muestra es CROSS.

- Trastorno de ansiedad generalizada: Muestra formada
por 5690 casos y 11620 controles, con un tamafio efectivo de
15279 individuos. Todas las muestras son de origen europeo.
Esta muestra fue generada por el Anxiety Neuro Genetics Study
Consortium e incluye 6330996 variantes (Otowa et al. 2016).
El acronimo utilizado para esta muestra es ANX. Aunque este
proyecto no esta promovido o gestionado en su totalidad por el
PGC, el conjunto de datos puede ser descargado desde su
repositorio.

3.5.1.2 Muestras descubrimiento adicionales

Otros modelos de riesgo poligénico se basaron en cohortes y
estudios no dependientes del PGC. Estas cohortes pertenecen a la
coleccion del grupo de Xenética Psiquiatrica del Instituto de
Investigacion Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS). Fueron
empleadas para generar modelos de riesgo poligénico o para ser
utilizados como muestras diana y se resumen a continuacion:

106



Materiales y métodos

- Trastorno obsesivo-compulsivo: La muestra de
trastorno obsesivo-compulsivo fue utilizada para un analisis
secundario, utilizando la estadisticas resumen con el efecto de
cada SNP para generar modelos de riesgo. Las estadisticas
resumen presenta datos de 38305 variantes. Los individuos que
conforman esta muestra son 443 casos y 370 controles, con un
tamafio efectivo de 813 muestras. El acronimo utilizado para
esta muestra es OCD.

- Dependencia de alcohol: Muestra conformada por una
parte del total de individuos reclutados para la Fase I. Este
subgrupo de individuos estd formado por 481 casos de
abuso/dependencia de alcohol y 583 controles, un total de 1064
individuos sin relaciones de parentesco con los individuos de la
Fase Il. Incluye 4257523 variantes y su acronimo es ALC. Fue
utilizada para la generacion de un modelo de prediccion de
riesgo genético combinando distintas muestras descubrimiento
mediante una estandarizacion ponderada (desarrollo del método
en el apartado 3.6).

3.5.2 SNPs a incluir en el modelo

Las distintas variantes de cada muestra descubrimiento fueron
filtradas y seleccionadas siguiendo los siguientes pasos generales:
puntuacion de calidad de imputacion de variantes, eliminacion de SNPs
en situacion de ambigliedad de cadena, podado informativo de
variantes correlacionadas (pruned). Debido al complejo patron de
desequilibrio de ligamiento del xMHC, todos los anélisis se realizaron
por duplicado. Los resultados principales son aquellos en los que se ha
eliminado el xXMHC de la megabase 26 a la 33 del cromosoma 6 en la
version del genoma hgl19 (Genome Reference Consortium Human Build
37 [GRCh37]) (Bakker et al. 2006). Los modelos poligénicos se
generaron seleccionando variantes de la muestra descubrimiento
empleando distintos umbrales de significacion e incluyendo
Unicamente variantes autosémicas.
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Para el cuarto estudio de esta tesis se emplearon modelos de riesgo
poligénico fundamentados en la seleccion de variantes en base a
criterios bioldgicos funcionales. El estudio de Arloth y colaboradores
(Arloth et al. 2015), en el que se analizan cambios transcripcionales
asociados a loci de caracteres cuantitativos de expresion en cis (cis-
eQTLs) en respuesta a la activacion del receptor de glucocorticoides
mediante el agonista dexametasona, fue utilizado como una fuente de
variantes asociadas a la respuesta a estrés. Estas variantes son una lista
296 tag cis-eSNPs (SNPs de expresion cis) no correlacionados
asociados a 320 cis-eQTLs de respuesta transcripcional mediada por el
receptor de glucocorticoides. Los analisis originales fueron realizados
en 160 individuos (91 casos y 61 controles) y se publicaron en la revista
Neuron en el 2015. Debido al solapamiento incompleto entre el
conjunto de variantes del manuscrito original y la muestra diana se
utilizé un método basado en la busqueda de variantes en desequilibrio
de ligamiento con la del listado original. SNiPA (Single Nucleotide
Polymorphisms Annotator) fue la herramienta bioinformética online
empleada (Arnold et al. 2015), permitiendo buscar variantes en LD en
ventanas de 500kb. Siguiendo las indicaciones y requerimientos del
software se indicaron los siguientes parametros: version de ensamblaje
del genoma (hg19), datos para el célculo de LD (1000 genomas fase
3vb), tipo de poblacion (europea), el tipo de variantes incluidas y el
valor de r? a emplear (r>=0,5).

Ademas de los filtros y procedimientos desarrollados
anteriormente (seleccion de variantes en funcion de la puntuacion info
de imputacién de variantes, podado informativo informativo de SNPs,
etc.) fue necesario coordinar distintas versiones del genoma, ya que
algunas muestras descubrimiento empleadas no presentaban la misma
version de ensamblaje (genome assembly). Las muestras diana se
encuentran codificadas en la version de ensamblaje hgl9 y aquellas
muestras descubrimiento pertenecientes o derivadas de la iniciativa
Cross-disorder en hgl8 (NCBI36). Esta diferencia entre versiones del
genoma humano implica un procedimiento extra. Para realizar el ajuste
de la version hgl8 a la hgl9 fueron utilizadas dos herramientas
bioinformaticas: Lift Genome Annotations (UCSC Genome Browser
Utilities,  https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver) y NCBI
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Genome Remapping Service (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/
tools/remap). Ambas herramientas permiten multiples opciones, siendo
utilizado para este trabajo su instrumento para cambio de version de
ensamblaje siguiendo las indicaciones de ambos servicios.

3.5.3 Generacion de los modelos de riesgo poligénico

3.5.3.1 Estudio 1. Andlisis de la arquitectura genética
compartida entre el trastorno obsesivo-compulsivo y la esquizofrenia

e Analisis principal (SCZ2 vs trastorno obsesivo-
compulsivo):

Los modelos de riesgo poligénico fueron generados a partir de la
muestra SCZ2 siguiendo los siguientes pasos: tras comprobar la version
gendmica de los datos y confirmar el alelo de riesgo, todos los SNPs
con la combinacion de alelos A/T o C/G fueron eliminados para evitar
problemas por ambiguedad de cadena y, los SNPs imputados con una
puntuacion info (calidad de imputacion) menor a 0,9, también fueron
excluidos de los modelos de riesgo. Se mantuvieron aquellos SNPs
presentes en ambas muestras y se controlo la presencia de variantes
repetidas. Los SNPs correlacionados entre si por desequilibrio de
ligamiento fueron eliminados mediante un proceso de podado
informativo en PLINK v1.07, considerando una r?=0,2 y una ventana
de 500 kilobases de tamafio. Ademas, los datos fueron preparados para
cumplir los pardmetros y formato de PRSice, el software empleado para
Ilevar a cabo las puntuaciones individuales.

Se utilizaron un total de 12 umbrales de significacion para la
generacion de modelos de riesgo: 0,01; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3;
0,35; 0,4; 0,45; 0,5y 1 (totalidad de las variantes). Debido al patron de
desequilibrio de ligamiento extremadamente complicado del MHC se
Ilevaron a cabo analisis prescindiendo de las variantes situadas en esa
region. Los analisis que excluyeron el xXMHC eliminaron todas las
variantes que se encontraban en la region contenida entre la megabase
26 y la 33 del cromosoma 6 (el rango que delimita el xXMHC esta
marcado por parametros propios de PRSice).
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e Andlisis secundario (OCD vs SCZ-5100):

Para generar los modelos de riesgo se llevo a cabo un GWAS
incluyendo las variantes con los mismos filtros aplicados en el anlisis
previo, corrigiendo la posible estratificacion poblacional mediante el
uso de las 10 primeras dimensiones de MDS como control.

Los modelos de riesgo siguieron unos parametros muy parecidos a
los comentados en detalle en el andlisis principal. Se comprobé la
version de ensamblaje del genoma de ambas muestras, se eliminaron
variantes ambiguas, se controlo la presencia de variantes repetidas, se
mantuvieron los SNPs presentes en ambas muestras y se seleccionaron
variantes mediante podado informativo para evitar SNPs relacionados
entre si siguiendo los mismos valores que en el andlisis principal.
Ademas, los datos fueron preparados para cumplir los pardmetros y
formato de PRSice, el software empleado para llevar a cabo las PRS.

Se utilizaron 20 umbrales de significacion para la generacion de los
modelos de riesgo: 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25; 0,3; 0,35; 0,4; 0,45; 0,5;
0,55; 0,6; 0,65; 0,7; 0,75; 0,8; 0,85; 0,9; 0,95 y 1. Los analisis
incluyeron el xXMHC.

3.5.3.2 Estudio 2. Andlisis de la arquitectura genética
compartida entre el trastorno por abuso o dependencia de sustancias y
los principales trastornos psiquiatricos.

e Trastornos psiquidtricos principales vs trastorno por abuso
0 dependencia de sustancias

En primer lugar se analizo el efecto en SUD de distintos modelos
de riesgo poligénico basados en diferentes patologias psiquiatricas con
los siguientes conjuntos de muestras descubrimiento: trastorno por
déficit de atencion e hiperactividad (ADHD-2017), ansiedad (ANX),
trastorno del espectro autista (ASD-2017), trastorno bipolar (BP-
CROSYS), trastorno depresivo mayor (MDD-CROSS) y esquizofrenia
(SCZ-CROSS).

110



Materiales y métodos

Respecto a la preparacion de los modelos de riesgo poligénico, los
distintos pasos llevados a cabo se resumen a continuacion: se confirmé
el alelo de riesgo en cada muestra, las variantes con una puntuacion info
menor a 0,8 fueron excluidas, todos los SNPs con la combinacion de
alelos A/T o C/G fueron eliminados para evitar problemas por
ambigledad de cadena, se controld la presencia de variantes repetidas
y se mantuvieron Unicamente aquellas presentes también en la muestra
diana. Varias muestras descubrimiento se encontraban en una version
de ensamblaje del genoma anterior (hg18) al de nuestra muestra diana.
Por lo tanto fue necesario coordinar las distintas versiones del genoma
con el uso de herramientas que permiten convertir datos de anotacion.
Tras el cambio de versidn al deseado (hgl9) se realizaron controles de
duplicacion de variantes, se eligieron las de ensamblaje primario, y se
seleccionaron aquellas solapantes con la muestra diana. Las variantes
correlacionadas entre si por LD fueron eliminadas mediante un
algoritmo de podado informativo en PLINK v1.9, considerando una
r’=0,1 y una ventana de 500kb. Los datos fueron preparados para
realizar las PRS siguiendo los parametros de PLINK v1.9. La region
correspondiente al xMHC fue eliminada en todas las pruebas
principales (regién del cromosoma 6 de la megabase 26 a la 33),
manteniéndose en analisis secundarios.

En los analisis iniciales, empleando los principales trastornos
psiquiatricos, se utilizaron un total de 6 umbrales de significacion para
la seleccidn de variantes que conforman los distintos modelos de riesgo
poligénico: 0,001; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5y 1. Todas las PRS se llevaron a
cabo con la funcién “—score” de PLINK v1.9.

e SCZ2/CROSS vs trastorno por abuso o dependencia de
sustancias

En segundo lugar, analizo la capacidad predictiva de los modelos
de riesgo poligénico generados a partir de SCZ2 y CROSS.

La preparacion y seleccion de los modelos de riesgo basados en
SCZ2 siguié unos pasos practicamente similares a los del primer
analisis. Se confirm¢ el alelo de riesgo, filtro INFO>0,8, control de
ambigledad de cadena, variantes repetidas y se realiz6 un podado
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informativo de los datos siguiendo los mismos parametros (r?=0,1 y
ventana de 500kb).

La preparacion de los modelos de riesgo poligénico de CROSS
siguié los mismos pasos y parametros que en SCZ2, aunque fue
necesario el cambio de versidn de ensamblaje del genoma, realizado de
igual manera que con las muestras de trastornos derivadas de CROSS
empleadas en el primer analisis de este estudio.

La region correspondiente al xMHC fue eliminada en todas las
pruebas principales (regién del cromosoma 6 de la megabase 26 a la
33), manteniéndose en analisis secundarios.

Los datos fueron preparados para realizar las PRS siguiendo los
parametros de PLINK 1.9. Estos analisis presentan la inclusion de un
mayor nimero de umbrales de seleccién de variantes para generar los
modelos. Esto se efectud con el fin de conocer mejor el efecto en
esquizofrenia tras detectarlo con SCZ-CROSS. En este anélisis se
utilizaron 10: 5x10-8; 0,001; 0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,75y 1.

Los umbrales empleados con CROSS son los mismos que los
empleados en SCZ2.

3.5.3.3 Estudio 3. Analisis de la capacidad predictiva de las
PRS en la modelizacion combinada con factores predictivos de riesgo
conocidos

Modelo predictivo combinado, basado en la suma ponderada
estandarizada de las PRS generadas en la Fase 2 de SUD a partir de
modelos basados en la muestra SCZ2 y ALC.

La preparacion y seleccion de los modelos de riesgo basados en
SCZ2 sigui6 unos pasos similares a los del analisis del Estudio 2. Se
confirma el alelo de riesgo, filtro INFO>0,8, control de ambigtiedad de
cadena, variantes repetidas y se realiz6 un podado informativo de los
datos siguiendo los mismos parametros (r?=0,1 y ventana de 500kb).
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3.5.3.4 Estudio 4. Analisis de la capacidad predictiva de modelos
poligénicos fundamentados en la seleccion de variantes en base a
criterios bioldgicos funcionales

e Respuesta a estrés vs dependencia de alcohol

En el caso del conjunto de datos basados en respuesta a estrés, los
modelos se basaron en la muestra MDD2. Los distintos pasos llevados
a cabo antes de la combinacion o filtrado con el listado de cis-eSNPs
basado en el conjunto de variantes de respuesta a estrés (Arloth et al.
2015) se presentan a continuacion: se confirmo el alelo de riesgo, las
variantes con una puntuacion info menor a 0,3 fueron excluidas, se
control6 la presencia de variantes repetidas y, por ultimo, se
seleccionaron aquellas variantes en comdn con la muestra diana de
SUD_1524 (muestra caso-control basada en la unién de Fase 1y Fase
2 de SUD, seleccionando aquellos pacientes con trastorno por abuso o
dependencia de alcohol). Se mantuvieron las variantes susceptibles de
ambigledad de cadena ya que, el modelo final, tendria un tamafio
relativamente pequefio como para analizar aquellas variantes
problematicas una a una comprobando la distribucién de las frecuencias
de cada alelo, siendo prioritaria la necesidad de cubrir el mayor niumero
de variantes de la lista de cis-eSNP. Los datos fueron preparados para
realizar las PRS siguiendo los parametros de PLINK v1.9. Los umbrales
empleados para la generacion de modelos se presentan a continuacion:
0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75y 1.

3.6 ANALISIS ESTADISTICOS
3.6.1 Andlisis de regresion

Los modelos de riesgo poligénico fueron evaluados en el software
R (https://www.r-project.org/) mediante regresion logistica y regresion
lineal. Como covariables, fueron utilizadas el porcentaje de genotipos
perdidos, la edad y sexo de los individuos incluidos en cada analisis, las
diez  primeras dimensiones generadas con escalamiento
multidimensional para ajustar la posible estratificacién poblacional
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(utilizando todas o solamente aquellas significativas, dependiendo del
analisis) e informacion psicoldgica o ambiental en los andlisis en los
que esa informacion es examinada. Los distintos andlisis y sus
caracteristicas particulares (covariables, umbrales, ajustes, etc.) se
detallan en los siguientes subapartados.

El porcentaje de varianza explicada se estima como el incremento
de la pseudo R? de Nagelkerke (Nagelkerke 1991), coeficiente de
determinacidn utilizado en regresion logistica para medir la correlacion
entre las variables independientes y la variable categoérica, entre el
modelo completo y el modelo sin PRS.

Ademas, mediante el uso de regresion logistica se analizaron
posibles interacciones entre covariables y distintos subgrupos de
muestras fueron analizados por separado. Mediante el uso de regresion
lineal fueron analizadas posibles mediaciones entre la genética y otras
variables.

3.6.2 Estudio 1. Analisis de la arquitectura genética compartida
entre el trastorno obsesivo-compulsivo y la esquizofrenia

e Anadlisis principal (SCZ2 vs trastorno obsesivo-
compulsivo):

En los analisis de regresion logistica, las 10 primeras dimensiones
de MDS fueron incluidas como covariables informativas de
ancestralidad con el fin de ajustar el modelo.

e Analisis secundario (OCD vs SCZ-5100):

En los analisis de regresion logistica, las 10 primeras dimensiones
de MDS fueron incluidas como covariables informativas de
ancestralidad con el fin de ajustar el modelo.
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3.6.3 Estudio 2. Analisis de la arquitectura genética compartida
entre el trastorno por abuso o dependencia de sustancias y los
principales trastornos psiquiatricos

e Trastornos psiquiatricos principales vs trastorno por abuso
0 dependencia de sustancias

Los analisis de regresion logistica utilizados para conocer la
validez de los distintos modelos incluyeron las dimensiones de MDS
significativas (la segunda y octava de las diez primeras), el sexo, la edad
y el porcentaje de genotipos perdidos. Las PRS fueron estandarizadas
para presentar una media de 0 y una desviacion estandar de 1, con el
propdsito de obtener resultados mas facilmente interpretables.

e SCZ2/CROSS vs trastorno por abuso o dependencia de
sustancias

Se emplearon las mismas covariables con SCZ2 y CROSS que en
los analisis iniciales con los trastornos psiquiatricos principales.

3.6.4 Estudio 3. Analisis de la capacidad predictiva de las prs
en la modelizacion combinada con factores predictivos de riesgo
conocidos

La suma ponderada estandarizada de PRS (ver subapartado “3.6.8
Combinacién de modelos de riesgo poligénico” fueron evaluadas
mediante regresion logistica, con las covariables de ajuste (edad, sexo
y diez primeras dimensiones de MDS) y el resto de posibles covariables
basadas en predictores de riesgo conocidos: historia familiar
(dicotémica), puntuacion global del CTQ, puntuaciones en cada una de
las cinco subescalas de CTQ, LTE (dicotomico, presencia/ausencia;
continuo: recuentos acumulados) y las puntuaciones para cada uno de
los factores de la personalidad del NEO-FFI. Las muestras que
mostrasen ausencia de informacion o datos para alguno de estos
predictores de riesgo fueron separadas de cada analisis.
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3.6.5 Estudio 4. Analisis de la capacidad predictiva de modelos
poligénicos fundamentados en la seleccion de variantes en base a
criterios bioldgicos funcionales

e Respuesta a estrés vs dependencia de alcohol

Tras la seleccion de SNPs en base a las variantes de respuesta a
estrés y MDD?2 para la generacion de modelos de riesgo se prepararon
aquellas variables de ajuste necesarias. Edad, sexo y las diez primeras
dimensiones de MDS fueron las covariables utilizadas. Para el calculo
de MDS, se realizé un podado informativo de datos que redujo a 84661
variantes el conjunto de datos (r?=0,1 y ventana de 500kb).

Por ultimo, se decidié analizar las posibles interacciones entre
PRSs basadas en las variantes de respuesta a estrés y trauma infantil.
Para ello, se utiliz6 la segunda fase de SUD como muestra diana,
empleando la informacién traumatica infantil recogida para todos los
individuos que conforman la muestra. Mediante modelos de regresion
logistica, ajustados por edad, sexo y diez primeras dimensiones de
MDS, se analiz6 la interaccion PRS*CTQ mediante la inclusién en el
modelo de todas las interacciones posibles entre la variable CTQ y la
variable PRS con el resto de covariables de ajuste.

3.6.6 Ajustes para contrastes multiples

Método de Bonferroni: Este procedimiento es uno de los mas
utilizados ya que permite contrastar de forma sencilla y sin asunciones
adicionales cada una de las hipotesis individuales involucradas en el
estudio. El nivel de significacion se calcula dividiendo el valor a (nivel
de significacion) entre k (nimero de contrastes).

Permutaciones caso-control/sexo: Este método se basa en la
permutacion de estatus caso-control o la etiqueta de sexo generando asi
un conjunto artificial de datos bajo la hipotesis nula. Estos
pseudocasos/pseudocontroles y los individuos con la etiqueta sexual
permutada permiten realizar un contraste de frecuencias entre
pseudogrupos, obteniendo una distribucién empirica del estadistico al
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azar para ser comparado con el valor real. El principal inconveniente de
este método es su alto consumo computacional. Si el numero de
calculos es elevado el proceso puede ser lento. En este trabajo se
realizaron permutaciones simples de fenotipo y procedimientos mas
exigentes a nivel computacional, combinando multiples fenotipos.

Permutaciones empleando SNPsnap (Pers et al. 2014): Este método
se basa en la generacidén de modelos de riesgo a partir de conjuntos de
variantes con caracteristicas parecidas a un conjunto original o de
referencia. Para la seleccion de estas variantes de caracteristicas
parecidas se utilizo la herramienta bioinformatica online SNPsnap. Las
variantes fueron seleccionadas apareando con el conjunto de SNPIla
frecuencia de alelo menor, patrones de LD, distancia a genes cercanos
u otras regiones genodmicas con el fin de generar conjuntos de variantes
que permitan generar modelos de riesgo basandose en un conjunto
original. Al igual que las permutaciones caso-control/sexo, los
resultados de los modelos generados a partir de la busqueda con
SNPsnap permiten realizar un contraste entre modelos, obteniendo una
distribucion empirica del estadistico al azar con el fin de ser comparada
con el valor del modelo original.

3.6.7 Correlacion

La correlacion entre covariables e informacion genética fue
evaluada mediante el método de Pearson y el de Spearman. Estos
métodos fueron ampliamente utilizados con el fin de conocer el grado
de relacion entre distintas variables.

3.6.8 Combinacion de modelos de riesgo poligénico

Este método empleado se basé en la estandarizacion ponderada
presentada en el trabajo de Grove y colaboradores (Grove et al. 2019).
Este procedimiento busca explotar el solapamiento genético con otros
fenotipos para ayudar a mejorar la prediccion de un PRS, combinando
PRS de un fenotipo con la puntuacién previamente internamente
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entrenada en SUD. En este caso, las muestras descubrimiento utilizadas
son ALC y SCZ2. El modelo de cada fenotipo incluido debe ser aquel
que mayor varianza explique en el entrenamiento previo en una muestra
independiente. A continuacion se muestra la estandarizacion ponderada
utilizada:

_Sapt Y11 10g(ORp,)Sp, — W(Sap + ic; 10g( ORp,)Sp.)

S
* o(Sap + X4 log(ORp)Sp,)

Donde S4p es la puntuacion generada con el modelo SUD, Sp, es
la puntuacion para el fenotipo Pi, ORp, es la OR del modelo de regresion
logistica de Sp, sobre SUD (como factor de ajuste), p es la media, o la
desviacion estandar y k el nimero de individuos.

3.6.9 Evaluacion de modelos de prediccion

Area bajo la curva caracteristica operativa del receptor (AUC-
ROC): indice que puede emplearse para analizar la exactitud global de
la prueba, pudiendo interpretarse como la probabilidad de que un
modelo poligénico ordenara o puntuara un caso elegido aleatoriamente
mas alto que a un control. El incremento en esta medida tras la adicion
del modelo genético es evaluado, siendo O el valor minimo y 1 el
méaximo. Es el método mas utilizado para la evaluacién de modelos de
prediccion de riesgo (Martens et al. 2018). Esta medida permite
discriminar entre individuos que manifestaran o no el resultado de
interés. El incremento de esta medida tras la adicion de la variable de
PRS se mide como AAUC-ROC, evaluando el aumento de la capacidad
discriminatoria.

Mejora de Reclasificacion Neta (NRI, Net Reclassification
Improvement): indice que busca cuantificar como de bien un nuevo
modelo reclasifica sujetos en comparacion con un modelo anterior,
analizando como la adicién de factores de riesgo conduce a una mejor
clasificacion de riesgos. Es “la suma del porcentaje de reclasificaciones
correctas en eventos (pacientes) y no-eventos (controles), siendo la
reclasificacion los cambios entre categorias de riesgo en NRI categorico
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y cambios en el riesgo en NRI de tipo continuo” (Martens et al. 2018).
En la tesis actual se emplea el método NRI continuo. EI NRI mide
cambios en clasificaciones de riesgo. La sensibilidad y la especificidad
son las proporciones de las correctas reclasificaciones.

Mejora de Discriminacion Integrada (IDI, Integrated
Discrimination Improvement): Este indice es una herramienta para
evaluar la capacidad de un marcador para predecir un resultado binario
de interés. IDI evalta la mejora de la diferencia de riesgo entre eventos
(pacientes) y no-eventos (controles) de la prueba, evaluando cambios
en las diferencias de riesgo. “Analiza la diferencia entre los incrementos
medios y la disminucion media en probabilidades estimadas entre
modelos” y, también, mide la diferencia entre las pendientes de
discriminacion del modelo de base y el actualizado (Martens et al.
2018).

119






RESULTADOS






Resultados

4. RESULTADOS

41 ESTUDIO 1. ANALISIS DE LA ARQUITECTURA
GENETICA COMPARTIDA ENTRE EL TRASTORNO
OBSESIVO-COMPULSIVO Y LA ESQUIZOFRENIA

Siendo el principal objetivo de este estudio el analizar el posible
solapamiento de la arquitectura genética entre el trastorno obsesivo-
compulsivo y la esquizofrenia, se llevaron a cabo dos analisis distintos
(Figura 2):

e Andlisis principal: Muestra descubrimiento SCZ2 vs
muestra diana, formada por los casos y controles de
trastorno obsesivo-compulsivo.

e Andlisis secundario: Muestra descubrimiento OCD vs
muestra diana SCZ-5100.

I MUESTRAS DESCUBRIMIENTO I MUESTRAS DIANA

SCZ2 . Isi
(Schizophrenia Working Group of the PGC, 2014) \ Trastorno Obse Sivo-compuisivo

35476 casos + 46839 controles y 443 casos + 370 controles
9444230 Varlantes 38305 Varlantes

; . Esquizofrenia
Trastorno obsesivo-compulsivo (CarreraN. etal,, 2012)
443 casos + 370 controles s 476 casos + 447 controles
38305 Variantes 5100 Variantes

FIGURA 2. ANALISIS LLEVADOS A CABO EN EL PRESENTE ESTUDIO.
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4.1.1 Genotipado y control de calidad

Tras el proceso de genotipado se obtuvieron datos genotipicos para
295983 SNPs en 484 controles y 433 casos de trastorno obsesivo
compulsivo. Tras el control de calidad con los filtros aplicados, el
numero de variantes y de individuos se redujo a 289339 SNPs y 443
controles y 370 pacientes. El control de la MAF del 5% redujo el
numero de variantes a 38305. Los detalles de la aplicacién del control
de calidad son mostrados en la Tabla 2. Los resultados de los analisis
de ancestralidad revelan que la muestra es bastante homogeénea, siendo
eliminados un total de nueve individuos (0,981% de la muestra enviada
al servicio de genotipado) al presentar mas de un 10% de los genotipos
de origen no europeo.

TABLA 2. DETALLES DE LOS CRITERIOS DE FILTRADO EMPLEADOS EN EL CONTROL
DE CALIDAD APLICADO EN LOS DATOS DEL TRASTONO OBSESIVO-COMPULSIVO

FILTRO SNPs CONTROLES CASOS

Tamafio inicial 295983 484 433
Ratio de genotipacion por SNP

>05% 290105 484 433
Desviaciones equilibrio Hardy-

Weinberg (P>1x107%) 289564 484 433
Ratio de genotipacién casos vs

controles (P>1x103) ARRE e 29
MAF 5% 38305 484 433
Ratio de genotipacion por muestra 38305 477 423
>95%

Sexo discordante 38305 456 412
Niveles de heterocigosidad 38305 450 395
Relaciones cripticas (PI-HAT) 38305 445 377
Ancestralidad 38305 443 370
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4.1.2 Andlisis principal: esquizofrenia vs trastorno obsesivo-
compulsivo

Los resultados del andlisis principal mostraron que los modelos de
riesgo basados en la muestra SCZ2 del PGC lograron diferenciar
significativamente en la muestra diana, y en la direccion esperada, entre
pacientes con trastorno obsesivo-compulsivo y controles.

Ambas muestras presentaban en comuln un total de 16675
variantes. Como se refleja en la Figura 3A el modelo que explico una
mayor varianza en la muestra diana fue el basado en el umbral 0,05.
Este modelo emple6 2760 SNPs independientes que explicaron un
3,17% de la varianza con una p de significacion de la puntuacion de
1,35x10°. Asumiendo un OR=1 para el primer quintil, el quinto
present6 una OR de 2,44 (95% 1.C.=1,52-3,92, p=1,4x10%). Al realizar
el analisis sin el xXMHC, el porcentaje de varianza explicada mejora
pasando a ser del 3,7% (p=2,3x10°), lograndose con el mismo umbral
que el resultado comentado anteriormente (Figura 3B).
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FIGURA 3. RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PRS UTILIZANDO SCZ2 COMO
MUESTRA DESCUBRIMIENTO Y LA MUESTRA DE TRASTORNO OBSESIVO-
COMPULSIVO COMO MUESTRA DIANA (ANALISIS PRINCIPALES). El eje y representa
el porcentaje de varianza explicada en la escala observada. El eje x representa los
diferentes umbrales utilizados (Pt). En la parte superior de cada columna de la figura
se indica el valor de p de la puntuacion. (A) XMHC incluido, (B) xMHC excluido.
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Como control interno de los resultados se realizaron 100
permutaciones de fenotipo en la muestra diana de trastorno obsesivo-
compulsivo, con el fin de analizar a traves de réplicas la resistencia de
los resultados. Ninguna de las 100 réplicas generadas con
permutaciones aleatorias lleg6 a explicar una varianza tan amplia como
la detectada por el modelo original: la AR? maxima fue de 1,67%,
siendo la media de 0,30% (Figura 4A).
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FIGURA 4. 100 PERMUTACIONES CASO-CONTROL. Resultados de las PRS utilizando
los datos SCZ2 como muestra descubrimiento y 100 permutaciones al azar de la
muestra de trastorno obsesivo-compulsivo como diana. El valor “A” representa los
resultados originales. El eje y muestra el porcentaje de varianza explicada en la
escala observada. (A) xXMHC incluido, (B) xXMHC excluido.

4.1.3 Andlisis secundario: trastorno obsesivo-compulsivo vs
esquizofrenia

Los resultados del analisis secundario mostraron que los modelos
de riesgo basados en la muestra OCD lograron diferenciar
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significativamente en la muestra diana (SCZ-5100), y en la direccion
esperada, entre pacientes de esquizofrenia y controles. Este resultado
sirvié para confirmar el resultado principal y afiadir mayor firmeza al
solapamiento genético detectado en el analisis principal.

A pesar de existir un menor nimero de variantes entre ambas
muestras se detecto el solapamiento entre arquitecturas genéticas de las
dos patologias. El efecto méas significativo se obtuvo con el umbral
0,25, explicando un 1,16% de la varianza y un nivel de significacion de
la puntuacion p=0,0044. Este umbral incluyd 821 SNPs independientes
(Figura 5).
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FIGURA 5. RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE PRS UTILIZANDO OCD COMO MUESTRA
DESCUBRIMIENTO Y LA MUESTRA SCZ-5100 COMO MUESTRA DIANA. El eje y
representa el porcentaje de varianza explicada en la escala observada. El eje x
representa los diferentes umbrales utilizados (Pr). En la parte superior de cada
columna de la figura se indica el valor de p de la puntuacién.
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42 ESTUDIO 2. ANALISIS DE LA ARQUITECTURA
GENETICA COMPARTIDA ENTRE EL TRASTORNO POR
ABUSO/DEPENDENCIA DE  SUSTANCIAS Y LOS
PRINCIPALES TRASTORNOS PSIQUIATRICOS

Siendo el principal objetivo de este estudio el analizar el posible
solapamiento de la arquitectura genética entre los principales trastornos
psiquiatricos y el trastorno por abuso o dependencia de sustancias, se
llevaron a cabo los siguientes analisis:

e Trastornos psiquiatricos principales vs trastorno por abuso
0 dependencia de sustancias

e SCZ2/CROSS vs trastorno por abuso o dependencia de
sustancias

4.2.1 Genotipado y control de calidad

Tras el proceso de genotipado se obtuvieron datos genotipicos para
571054 variantes en 572 pacientes con trastorno por abuso o0
dependencia a sustancias (464 hombres y 70 mujeres) y 604 controles
(293 hombres y 294 mujeres) (ver Tabla 3 para conocer en detalle el
efecto de los filtros del control de calidad). Tras la imputacion y el
control de calidad el nimero de variantes e individuos se redujo a
6283934 variantes, 534 casos y 587 controles (1121 individuos),
incluyendo un control del alelo menor del 1%, buscando un conjunto de
datos sélido. EI nimero medio de sustancias utilizadas por caso fue 3,75
(D.E. 1,51), la mediana fue 4. La Tabla 4 muestra la distribucion de los
casos por sustancia de uso tras el control de calidad.

Tras el control de calidad de genotipacion, el control de la posible
estratificacion poblacional en los analisis se llevd a cabo mediante
MDS. Primero se realizd un podado informativo de los datos (r?=0,1y
ventana de 500kb) pasandose de 6283934 a 127752 variantes, con el fin
de realizar el calculo de MDS de las 10 primeras dimensiones con datos
independientes. Después, tras el cdlculo de MDS, se analizé6 mediante
regresion logistica qué dimensiones de las 10 calculadas eran
significativas (el modelo de andlisis contemplé como variable
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categorica el fenotipo, caso-control, y, como covariables, Unicamente
las dimensiones de MDS con el fin de analizar su correlacion). La
segunda y octava dimension fueron significativas (Figura 6).

TABLA 3. DETALLE DE LOS CRITERIOS DE FILTRADO EMPLEADOS EN EL CONTROL
DE CALIDAD DE SUD.

FILTRO SNPs CONTROLES CASOS

Tamanfo inicial 571054 604 572
Ratio de genotipacion por SNP >90% 542324 604 572
Ratio de genotipacion por muestra 542324 595 541
>95%

Ratio de genotipacién por SNP >95% 523339 595 541
Ratio de genotipacién casos vs

controles (P>1x1073) 515866 595 o4
Desviaciones equilibrio Hardy-

Weinberg (P>1x107%) 515363 599 o4l
Relaciones criticas ( PI-HAT) 515363 587 534
MAF 1% 265827 587 534

TABLA 4. DISTRIBUCION DE LOS CASOS POR SUSTANCIA DE USO TRAS LA
APLICACION DE LOS FILTROS Y CONTROLES DE CALIDAD GENOTIPICOS

SUSTANCIA N ABUSO (%) N DEPENDENCIA (%) N TOTAL (%)
Alcohol 144 (26,97) 359 (67,23) 503 (94,19)
Nicotina 15 (2,81) 475 (88,95) 490 (91,76)
Cocaina 94 (17,60) 219 (41,01) 313 (58,61)
Cannabis 68 (12,73) 217 (40,64) 285 (53,37)
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SUSTANCIA N ABUSO (%) N DEPENDENCIA (%) N TOTAL (%)
Opioides 7 (1,31) 218 (40,82) 225 (42,13)
Hipnéticos 50 (9,36) 70 (13,11) 120 (22,47)
Estimulantes 33 (6,18) 8 (1,5) 41 (7,68)
IAlucinégenos 26 (4,87) 0 (0,00) 26 (4,87)
Solventes volatiles 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00)
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FIGURA 6. CONTROL DE LA ESTRATIFICACION POBLACIONAL MEDIANTE MDS.
Representacion grafica de las dos dimensiones de MDS (MDS2 y MDS8) significativas
utilizadas para el control de la estratificacién poblacional en los analisis del presente
estudio.

4.2.2 Analisis predictivos

En primer lugar se analizo el efecto en SUD de distintos modelos
de riesgo poligénico basados en diferentes patologias psiquiatricas con
los siguientes conjuntos de muestras descubrimiento: trastorno por
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deéficit de atencion e hiperactividad (ADHD-2017), ansiedad (ANX),
trastorno del espectro autista (ASD-2017), trastorno bipolar (BP-
CROSYS), trastorno depresivo mayor (MDD-CROSS) y esquizofrenia
(SCZ-CROSS).

Para la correccion del nivel de significacién por contrastes
multiples se utiliz6 un sistema de permutaciones. En total se efectuaron
5000 permutaciones de la etiqueta caso-control de los seis
trastornos/modelos utilizados en este analisis. De esta forma se
establecié como umbral de significacion p=0,0022.

La Figura 7 muestra los resultados, sin XMHC (Figura 7A) y con
XMHC (Figura 7B) del porcentaje de varianza explicada por cada
modelo de riesgo poligénico. Las PRS generadas a partir de los datos
SCZ-CROSS son las que explicaron un mayor porcentaje de la varianza
entre todos los trastornos empleados (el méximo incremento de la
pseudo-R?=1,35%, umbral=0,25, p=0,000142). Cabe indicar que los
unicos PRS que se mantienen significativos tras la correccion por
permutaciones son los generados con SCZ-CROSS, ya que ADHD-
2017 y BP-CROSS, a pesar de presentar resultados significativos a
distintos umbrales, no resisten la correccion. Por Gltimo, la Figura 8
muestra la alta correlacion de los PRS a diferentes umbrales en los
distintos trastornos de este primer analisis.

Con el fin de caracterizar aun mas la susceptibilidad genética
compartida entre las variantes comunes de la esquizofrenia 'y SUD se
llevo a cabo un nuevo anélisis con la muestra SCZ2.

Las PRS generadas empleando esta muestra explicaron una mayor
variabilidad que los de SCZ-CROSS: incremento maximo de la pseudo-
R2del 3,92% y p=2,1x107° con el umbral 0,3 (Figura 9). Un incremento
de la desviacion estdndar en las PRS de SCZ2 estaba asociado con el
aumento del 62% de la OR de ser un caso (OR=1,62; intervalo de
confianza del 95% 1,40-1,89). Los resultados sin XMHC se representan
en la Figura 9y, aquellos incluyendo la region del xXMHC en la Figura
10. Las diferentes PRS estan altamente correlacionadas entre si (Figura
8).
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FIGURA 7. PORCENTAJE DE VARIANZA EXPLICADA POR CADA PRS UTILIZANDO SEIS MUESTRAS DESCUBRIMIENTO DISTINTAS

(A) muestra los resultados principales, excluyendo el xMHC; (B) incluyendo el xMHC. La significacion de los PRS se indican

mediante el uso de “*”’: * 0,05<p<0,0022; ** p<0,0022 (correccion para tests multiples mediante permutaciones). Grafico creado

con el paquete de R ggplot2. El cédigo de colores “threshold” indica el umbral empleado en cada prueba.
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FIGURA 8. CORRELACION ENTRE PRS GENERADOS CON DISTINTOS UMBRALES EN
CADA TRASTORNO. Los diferentes umbrales estan indicados en la diagonal. Los
diagramas de dispersion con linea de tendencia se muestran debajo de la diagonal y,
los coeficientes de correlacion de Pearson por pares, se muestran por encima de la
diagonal. Los niveles de significacion de la correlacion son: * 0,05 < p < 0,01; ** 0,01
< p <0,001y**p < 0,001. Grafico creado con la funcién chart.correlation del
paquete de R PerformanceAnalytics.
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FIGURA 9. PORCENTAJE DE VARIANZA EXPLICADA POR CADA PRS UTILIZANDO
CROSS Y SCZ2 COMO MUESTRAS DESCUBRIMIENTO EXCLUYENDO EL xMHC. La
significacion de las PRS se indica con el siguiente cédigo: * 0,05 < p < 0,0025
(correccién de Bonferroni para 20 pruebas), ** 0,0025<p<1x105; *** p<i1x105. El

codigo de colores “threshold” indica el umbral empleado en cada prueba. Gréafico
creado con el paquete de R ggplot2.

Tras observarse unicamente resultados significativos con el uso de
modelos de riesgo poligénico generados a partir de datos de
esquizofrenia (SCZ-CROSS) se decidio analizar si esto podria ser
debido a una falta de potencia en el resto de muestras descubrimiento
del primer analisis. Con el fin de analizar la capacidad predictiva de los
modelos generados a partir de una muestra de mayor tamafo y
aprovechar sus ventajas, se emple6 como muestra descubrimiento los
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datos generales de CROSS (conjunto total de individuos sin ser
divididos por trastorno).

Las PRS calculadas con los modelos creados a partir de CROSS
explicaron un menor porcentaje de la varianza que las de SCZ2: pseudo-
R2=1,64%; p=2,7x10° con el umbral 0,75 (OR=1,34; intervalo de
confianza del 95%=1,17 — 1,54) (Figura 9). Los resultados incluyendo
el xXMHC se presentan en la Figura 10. Las diferentes PRS estan
altamente correlacionadas entre si (Figura 11).
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FIGURA 10. PORCENTAJE DE VARIANZA EXPLICADA POR CADA PRS UTILIZANDO
CROSS Y SCZ2 COMO MUESTRAS DESCUBRIMIENTO SIN EXCLUIR EL xMHC. La
significacion de las PRS y el cddigo de colores siguen las mismas pautas que en la
Figura 9.
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FIGURA 11. CORRELACION ENTRE DISTINTAS PRS GENERADAS CON CROSS Y SCZ2.
Los diferentes umbrales estan indicados en la diagonal. Los diagramas de dispersion
con linea de tendencia se muestran debajo de la diagonal y, los coeficientes de
correlacién de Pearson por pares, se muestran por encima de la diagonal. Los niveles
de significacion de la correlacion son: * 0,05 < p <0,01; * 0,01 <p<0,001ly** p<
0,001. Gréafico creado con la funcién chart.correlation del paquete de R
PerformanceAnalytics.
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La comparacion de la distribucion de las PRS estandarizadas de
SCZ2 con las de los casos generadas con CROSS fue significativa
(t(533)=2,506; p=0,01251 con el umbral 1y, con el umbral que explico
un mayor porcentaje de la variabilidad en cada una de las muestras
descubrimiento, t(533)=2,461; p=0,01393). Las dos PRS estaban
correlacionadas: correlacion de Pearson r?=0,314; p<2,2x107® con el
umbral 1y, con el umbral que explicO un mayor porcentaje de la
variabilidad en cada una de las muestras descubrimiento, r?=0,306;
p<2,2x10°®.

Para comprobar si los efectos eran parcialmente independientes, se
analizaron de forma conjunta incluyendo en los analisis de regresion
logistica las dos PRS generadas con las dos muestras descubrimiento
distintas (SCZ2 y CROSS). La significacion de las PRS generadas con
SCZ2 pasaron de 2,1x101°a 8,4x10°®, el OR (intervalo de confianza del
95%) estandarizado pasé de 1,62 (1,40 — 1,89) a 1,53 (1,31-1,79) tras
la inclusion de las PRS generadas con CROSS. La significacion de las
PRS creadas con CROSS cambio de 2,7x10° a 2,1x102 (el OR
estandarizado [intervalo de confianza del 95%] cambi6 de 1,34 [1,17 -
1,54] a 1,18 [1,03 — 1,37]) cuando se analizaron conjuntamente en el
modelo logistico con las de SCZ2. El porcentaje de variabilidad
explicada con el modelo incluyendo las PRS de SCZ2 y CROSS paso a
ser 4,47%.

Como se ha desarrollado en objetivos, uno de los propdsitos de este
trabajo era analizar las diferencias de carga de susceptibilidad entre
sexos, con el fin de replicar los resultados de Reginsson y colaboradores
(Reginsson et al. 2018). Los autores, detectaron en poblacion islandesa
una mayor carga de susceptibilidad a abuso o dependencia de alcohol
en mujeres respecto a hombres. Previamente se llevaron a cabo analisis
de regresion logistica por sexo utilizando SCZ2 como descubrimiento,
usando como diana la totalidad de los casos (abuso/dependencia de
sustancias), que revelaron una tendencia no significativa en los
individuos analizados (p=0,063; test de una cola), empleando las PRS
del umbral mas explicativo en la muestra de los andlisis previos.
Enfocando el analisis en replicar los resultados del equipo islandés, se
restringio el analisis a todas las muestras que cumpliesen el criterio de
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abuso o dependencia de alcohol. Estos resultados fueron significativos
(p=0,028, test de una cola), confirmando el efecto en la direccion
estimada. Las PRS en mujeres fueron 2,7 veces mayor que en el
conjunto de hombres (AR?=9,55% y 3,57% respectivamente) (Figura
12). Mediante la generacion de una distribucion nula de las diferencias
de la pseudo-R? explicada en mujeres vs hombres se estimo el valor de
p del conjunto de muestras original empleando in umbral de
significacién de 0,05. Con este fin se realizaron 100000 permutaciones
de la etiqueta de sexo en los dos analisis realizados (todos los casos y
abuso/dependencia de alcohol) manteniendo las covariables como la
edad y dimensiones de MDS. El nivel de significacion para el primero
estimado por las permutaciones fue p=0,056. En el segundo analisis fue
significativo, con p=0,032.
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FIGURA 12. PORCENTAJE DE VARIANZA EXPLICADA EN FUNCION DEL SEXO EN EL
CONJUNTO DE CASOS DE ABUSO/DEPENDENCIA DE ALCOHOL. El modelo de riesgo
fue generado con el umbral mas significativo de los andlisis previos con SCZ2.

Tras este analisis por sexo, se seleccion6 un conjunto especifico de
muestras diana: controles y aquellos casos que no presentasen
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trastornos psiquiatricos comorbidos (el 52,25% de los casos SUD). El
objetivo de la generacion de este subconjunto de muestras fue
esclarecer si los resultados de solapamiento genético detectados eran
producidos por las muestras con comorbilidad psiquiatrica. Las
patologias comdrbidas presentaban la siguiente distribucién general:
trastornos de la personalidad (21,91%), esquizofrenia (11,61%),
trastornos del animo (10,67%) y trastornos de ansiedad (4,68%). los
resultados se mantuvieron significativos siguiendo un patrén y
direccion muy similar al detectado en los andlisis con el conjunto total
de muestras (Figura 13). El porcentaje de varianza maximo explicado
fue de 4,11%, p=2,8x10® con el umbral 0,2. Al calcular las
puntuaciones y llevar a cabo los analisis de regresion para analizar cada
modelo sin excluir el XMHC se observaron resultados con patrones muy
parecidos a los principales (excluyendo el xXMHC) (AR?=4,10%,
p=3,7x101° con el umbral 0,2).
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FIGURA 13. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE VARIANZA ENTRE LA MUESTRA
DIANA ORIGINAL Y LA MUESTRA TRAS EXCLUIR LOS PACIENTES CON PATOLOGIAS
PSIQUIATRICAS COMORBIDAS. “TOTALIDAD DE LAS MUESTRAS” indica los resultados
de la muestra diana original (Figura 9). “EXCLUSION MUESTRAS COMORBILIDAD”
indica los resultados de la muestra diana tras separar al 47,75% individuos de la
muestra original.
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Por ultimo, se analizo el posible impacto del nimero de sustancias
empleadas por cada consumidor. Mediante regresion lineal, empleando
como variable dependiente el nimero de sustancias consumidas, no se
encontrd asociacién con el umbral de significacion mas significativo de
los analisis de SCZ2 principales: p=0,46.
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4.3 ESTUDIO 3. ANALISIS DE LA CAPACIDAD PREDICTIVA
DE LAS PRS EN LA MODELIZACION COMBINADA CON
FACTORES PREDICTIVOS DE RIESGO CONOCIDOS

Siendo el principal objetivo de este estudio el analizar la capacidad
predictiva de la modelizacion conjunta de factores predictivos de riesgo
conocidos junto a PRS, empleando modelos genéticos combinados, se
presentan a continuacion los resultados empleando como variable
genética predictiva la suma ponderada estandarizada de las PRS
generadas a partir de modelos fundamentados en ALC y SCZ2 en una
la muestra diana de dependencia de alcohol (Fase 2 SUD).

4.3.1 Genotipado y control de calidad

Tras el proceso de genotipado se obtuvieron datos genotipicos para
588628 variantes en 240 casos y 225 controles. Tras el control de
calidad aplicado siguiendo los parametros y filtros indicados en
“Materiales y métodos” y el proceso de imputacion se mantienen
6765662 variantes y 460 individuos (ver Tabla 5 para conocer en detalle
el efecto de los filtros aplicados en el control de calidad), de estos, 240
son casos y 220 controles (342 hombres y 123 mujeres). En la Tabla 6
se refleja, de forma extendida, informacion sociodemografica general
informativa de esta muestra diana: sexo, estado civil, compafiia en el
hogar, situacion laboral y afios de estudio completados.

Una de las caracteristicas principales de este conjunto de muestras
de pacientes y controles es la informacion recogida junto a la
informacién genética capturada. Ademas de las caracteristicas
sociodemogréficas antes comentadas, se recogié informacion
complementaria de la salud mental de los individuos (Tabla 7): historia
familiar de dependencia, comorbilidad psiquiatrica, comorbilidad
adictiva e intentos de suicidio. ElI consumo de sustancias ilegales se
reduce al 10,83% del conjunto de casos con la siguiente distribucion:
6,25% consumia cocaina, 2,5% cannabis, 1,25% opioides y 0,83%
sedantes/hipnoticos.

141



XAQUIN GURRIARAN BAS

TABLA 5. DETALLE DE LOS CRITERIOS DE FILTRADO EMPLEADOS EN EL CONTROL
DE CALIDAD DE SUD FASE 2.

FILTRO SNPs CONTROLES CASOS
Tamanfo inicial 588628 225 240
Ratio de genotipacion por SNP >90% 587124 225 240
Ratio de genotipacién por muestra 587124 295 240
>95%
Ratio de genotipacion por SNP >95% 585544 225 240
Ratio de genotipacion casos vs
controles (P>1x103) 585454 225 240
Desviaciones equilibrio Hardy-
Weinberg (P>1x107%) 585049 225 240
Relaciones criticas ( PI-HAT)
(incluyendo SUD Fase 1) R Y il
MAF 1% 253158 220 240

TABLA 6. INFORMACION GENERAL DEL ESTATUS DEMOGRAFICO DE LOS INDIVIDUOS
RECOGIDOS EN ESTE ESTUDIO TRAS EL CONTROL DE CALIDAD APLICADO.

SEXO CASOS N CASOS % CONTROLES N | CONTROLES%
Mujer 64 26,67 58 26,36
Hombre 176 73,33 162 73,64
ESTADO CIVIL CASOS N CASOS % CONTROLES N | CONTROLES %
Casado/a 95 39,58 160 72,73
Soltero/a 62 25,83 27 12,27
Viudo/a 3 1,25 2 0,91
Separado/a 26 10,83 4 1,82
Divorciado/a 37 15,42 12 5,45
Pareja de hecho 16 6,67 15 6,82

NAs 1 0,42 0 0
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VIVE CON CASOSN | CASOS% | CONTROLESN | CONTROLES %
Cényuge/Pareja 116 48,33 170 77,27
Padres 48 20,00 9 4,09
'i'g‘;ﬁor:enores bis 9 3,75 5 2,27
g;;‘l’tsofsami"ares 21 8,75 19 8,64
s o | s | | e
solo/a 40 16,67 16 7,27

NAs 3 1,25 0 0
ﬁg;cfé'\ol_“ CASOSN | CASOS% | CONTROLES N | CONTROLES %
Activo completo 81 33,75 159 72,27
Activo parcial 12 5,00 22 10,00
'tgﬁggf;‘fad 19 7,92 3 1,36
ZgggioniSta por 20 8,33 11 5,00
| ¢ | sw | o | en
Parado 60 25,00 9 4,09
Estudiante 0 0 3 1,36

Sus labores 8 3,33 5 2,27
Trabajo informal 0 0 2 0,91

NAs 4 1,67 0 0
égﬁiLDEETi%TOUSD'O CASOSN | CASOS% | CONTROLES N | CONTROLES %
Sin estudios 10 4,17 1 0,45
Primarios 147 61,25 27 12,27
Secundarios 60 25,00 116 52,73
Universitarios 23 9,58 74 33,64

NAs 0 0 2 0,91
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TABLA 7. INFORMACION GENERAL DE LA SALUD MENTAL DE LOS INDIVIDUOS
RECOGIDOS EN ESTE ESTUDIO TRAS EL CONTROL DE CALIDAD APLICADO.

iy | CASOSNe | CASOS % | CONTROLESN° | CONTROLES %

Respuesta positiva 129 53,75 14 6,36

Respuesta negativa 111 46,25 203 92,27

NAs 0 0 3 1,36
%%’:g%’?i!::é?@ AD CASOS N° | CASOS % | CONTROLES N° | CONTROLES %

Respuesta positiva 80 33,33 0 0

Respuesta negativa 160 66,67 220 100

NAs 0 0 0 0
CONORBILIOAD | CASOS No | CASOS % | CONTROLES Ne | CONTROLES %

(Rtiﬁ::‘gta positivay)  ,,, 71,67 35 15,91

Respuesta positiva

(sustancias 26 10,83 0 0

ilegales)

Respuesta negativa 42 17,50 185 84,09

NAs 0 0 0 0

INTENTOS DE | casos e | CASOS % | CONTROLES N° | CONTROLES %
SUICIDIO

Respuesta positiva 41 17,08 0 0

Respuesta negativa 198 82,50 215 97,73

NAs 1 0,42 5 2,27

Una de las particularidades de este estudio fue el tener que ajustar
los datos al empleo de dos versiones distintas del chip de genotipado
[llumina Psycharray entre la Fase 1 y la Fase 2: v1.0 y v.1.1. Se
analizaron las posibles diferencias entre chips, restringiendo finalmente
el nimero de variantes a aquellos SNPs presentes en ambas muestras,
eliminando las variantes que podrian generar complicaciones por
ambigledad de cadena (5753854, MAF>1%).
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Al realizar los analisis de control entre Fase 1 y Fase 2 fue
necesario analizar con especial detalle el posible solapamiento entre
muestras y el control de posibles relaciones de parentesco. La coleccion
general de muestras fue creada gracias al trabajo multicéntrico de un
importante nimero de colaboradores clinicos en un proceso dividido en
dos periodos, incrementando levemente la posibilidad de incluir
individuos emparentados. Por esto, fue aplicado un control de calidad
mas exhaustivo, bajando el umbral de PI-HAT a 0,125, analizando
clusters de individuos concretos y eliminando aquellas muestras
repetidas entre fases. En total, el 2,06% de la muestra fue separada de
los analisis por estos nuevos controles (32 individuos de los 1556
totales, ya ajustados por los controles de calidad aplicados
previamente).

4.3.2 GWAS Fase 1 abuso/dependencia de alcohol

Se realizé un estudio de asociacion de genoma completo de las
muestras de abuso/dependencia de alcohol de la Fase 1 con el fin de
generar de un modelo poligénico discriminador en la Fase 2.

El nimero de variantes incluidas en este analisis se redujo a
5753854 (MAF>1%y los controles extra debidos a la diferencia de chip
empleado comentados en el apartado previo). Se incluyeron como
elementos de ajuste las covariables: sexo, edad y las dimensiones
significativas de las diez primeras del analisis de MDS. Un total de 129
SNPs presentaron un nivel de asociacion alto (p>1x10°) (Figura 14). El
valor de lambda estimado fue 1,049025 (error estandar=5,28x107)
(Figura 15).
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FIGURA 14. GRAFICO MANHATTAN DEL GWAS DE LA FASE 1 (MUESTRA ALC).
5753854 SNPs fueron incluidos en el analisis. La linea horizontal azul sefiala el umbral
p=1x10-5.

Observed —lagw(p)

o 1 z 3 4 5 L] 7

Expected -logi(p)

FIGURA 15. GRAFICO CUANTIL-CUANTIL DEL GWAS DE LA FASE 1 (MUESTRA ALC).
Distribucion de valores de asociacion observados vs esperados del GWAS
representado en la Figura 14.
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El segundo paso para la generacion de un modelo de riesgo capaz
de discriminar entre casos y controles en la muestra diana requirio el
analisis del efecto y de la distribucion de las PRS en SUD. Con el fin
de conocer el umbral éptimo mas explicativo en SUD se decidid
analizar mediante validacion cruzada el comportamiento de los
modelos en la Fase 1.

El andlisis de validacion cruzada se baso en la generacion aleatoria
de 10 subconjuntos de muestras con el 90% de los individuos cada una
para conformar distintas muestras descubrimiento, reservando un 10%
de los individuos para actuar como muestra diana en cada una de las 10
pruebas.

Para la generacion de las muestras descubrimiento que
constituyeron los distintos modelos de riesgo fue necesario realizar 10
GWAS distintos. Estos GWAS incluyeron como elementos de ajuste
las covariables: sexo, edad y las dimensiones significativas de las diez
primeras del andlisis de MDS. Los datos empleados para este proceso
son los mismos que los resultantes del control de calidad del segundo
estudio de esta tesis doctoral. Tras obtener el efecto y grado de
asociacion de cada variante se realizaron 200 estimaciones de riesgo
poligénico (utilizando 20 umbrales por cada validacion cruzada)
empleando todas las muestras diana. Las PRS generadas en cada
muestra diana fueron analizadas mediante regresion logistica para
conocer el porcentaje de varianza explicada y la validez de cada
modelo, empleando el sexo, la edad y las dimensiones significativas, al
igual que en el segundo proyecto desarrollado.

Los resultados de los andlisis, representados en la Figura 16,
mostraron limitaciones a la hora de reconocer un patrén general, ya que
algunas pruebas de validacion cruzada mostraron un patrén muy
diferente entre si. El porcentaje de varianza méximo explicado fue
generado, en cada validacion, con umbral muy distinto y una
distribucion de la AR? de Nagelkerke similar entre los ditintos umbrales
de cada validacion cruzada (de 0,05 a 1). Finalmente, se eligié el umbral
0,5 para ser empleado en los siguientes andlisis. La inconsistencia
parcial de los perfiles de riesgo se debe, en parte, al pequefio tamafio
muestral de las dianas.
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FIGURA 16. VALIDACION CRUZADA EN LA FASE 1 DE SUD (MUESTRA ALC). Se
llevaron a cabo 10 GWAS con los que se generaron 20 modelos de riesgo en cada caso
incluyendo, cada uno, el 90% de la muestra. Cada modelo de riesgo fue enfrentado
a una muestra diana correspondiente, que incluia el 10% restante de la muestra. El
codigo de colores indica qué PRS fueron significativas en los analisis de regresiéon
logistica.

Empleando como muestra descubrimiento el GWAS de 1064
individuos de abuso/dependencia de alcohol de la Fase 1 (muestra
ALC), seleccionando aquellas variantes bajo el umbral 0,5, se realizd
una puntuacion de riesgo en los individuos de la Fase 2 de SUD.
Empleando sexo, edad y las diez primeras dimensiones de MDS como
control de estratificacién poblacional. Este PRS explico el 2,3834% de
la varianza en la susceptibilidad de dependencia de alcohol en la Fase 2
(Tabla 8) con el efecto en la direccion esperada.
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TABLA 8. RENDIMIENTO DE LAS PRS CALCULADAS EN LA FASE 2. ALC vs Fase 2 SUD
(modelo basado en la Fase 1 de SUD vs Fase 2 como muestra diana). PRS combinado
(suma ponderada estandarizada de las PRS ALC vs Fase 2 y SCZ2 vs Fase 2 SUD)

TEST AR? AAUC-ROC | SIGNIFICACION PRS
ALC vs Fase 2 SUD 2,3834 1,5142 0,00261
PRS combinado 3,6664 1,7945 0,000194

4.3.3 Combinacion de modelos de riesgo

Siguiendo los resultados previos del segundo estudio de esta Tesis,
en los que el modelo mas explicativo se basé en la muestra
descubrimiento SCZ2, se analizé la combinacion de las PRS de estos
modelos en combinacion con las generadas con el GWAS de 1064
individuos de la Fase 1. Este método empleado se basé en la suma
ponderada estandarizada comentada en “Materiales y Métodos”.

Antes de realizar la combinacién de modelos de riesgo, se decidio
examinar en detalle el umbral o modelo 6ptimo a emplear sobre la Fase
2, analizandolo sobre la Fase 1 (ALC), con la inclusion de un mayor
namero de umbrales en la generacion de modelos (20) a partir de SCZ2,
resultando 0,35 el que mayor varianza explicaba.

Finalmente, las dos PRS fueron sumadas siguiendo el método
propuesto por Grove y colaboradores (Grove et al. 2019) ponderando
las PRS de SCZ2 por el logaritmo OR de la puntuacion de riesgo
estandarizada en la Fase | (0,4971) (beta-coeficiente de la regresion).
Este modelo combinado explicd un 3,6664% de la varianza en
dependencia de alcohol en la Fase 2 (Tabla 8). La inclusién de las PRS
en un modelo de regresion logistica con las variables de control (sexo,
edad y diez dimensiones de MDS) explicd un incremento en el &rea bajo
la curva ROC del 1,7945%.
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4.3.4 PRS vs variables independientes de riesgo conocido

Como se desarroll6 en materiales y métodos, la AUC-ROC fue
utilizada para evaluar la mejora de la capacidad discriminatoria tras la
adicion de la PRS, NRI se utiliz6 para comprobar si se habian
producido mejoras en la prediccion de riesgo tras la adicion de la PRS
e IDI se utilizé para comprobar el aumento de las diferencias de riesgo
medias previstas entre los casos y los controles tras la adicion de las
PRS al modelo.

La exclusion de muestras que presentasen incompleta parte de la
informacion recogida a analizar, redujo el ndmero de individuos
incluidos en los andlisis a un minimo del 96,74% de la muestra tras el
control de calidad y un maximo del 99,57% (ver Tabla 9 para conocer
el numero de individuos incluidos en cada analisis).

TABLA 9. NUMERO DE MUESTRAS INCLUIDAS POR ANALISIS CON INFORMACION
COMPLETA. N° de muestras informacion completa / ndmero total tras control de
calidad. CTQ EA (abuso emocional), CTQ PA (abuso fisico), CTQ SA (abuso sexual),
CTQ EN (negligencia emocional) y CTQ PN (negligencia fisica).

VARIABLE N° MUESTRAS
Historia Familiar 457 / 460
CTQ TOTAL 445 / 460
CTQ EA 455 / 460
CTQ PA 458 / 460
CTQ SA 457 / 460
CTQ EN 453 / 460
CTQ PN 455 / 460
LTE acumulativo 457 / 460
LTE dicotémico 457 / 460
Neuroticismo 455 / 460
Extraversion 455 /460
Apertura 458 / 460
Amabilidad 457 / 460
Responsabilidad 455 / 460
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La Tabla 10 muestra el conjunto total de resultados de los analisis.
A continuacién se enumeran, de forma resumida, los resultados méas
importantes y extremos (minimos-maximos) y comparacion de
modelos (basal, con variable de riesgo [predictor conocido] o con
variable de riesgo conocida y PRS).

- Todos los predictores de riesgo empleados como
variables de analisis fueron significativos (valor significacion
minimo: p=0,000545 [variable: CTQ abuso sexual]; valor
significacion maximo: p<2x107® [variable: Historia familiar y
neuroticismo]) en modelos que incluian cada predictor de riesgo
y PRS.

- Las PRS incluidas en los modelos de forma conjunta con
las variables predictoras de riesgo fueron significativas en todos
los analisis (valor significacion minimo: p=0,02294 [variable:
Neuroticismo]; valor significacion maximo: p=9,64x10°
[variable: Historia familiar]) en modelos que incluian cada
predictor de riesgo y PRS.

- Valores de AUC-ROC incluyendo predictor de riesgo
conocido y PRS: minimo 0,744 (variable: LTE dicotomico) y
maximo 0,879 (variable: Neuroticismo) en modelos que incluia
cada predictor de riesgo y PRS.

- Mejora AUC-ROC modelo basal (no variables
predictoras de riesgo) vs modelo con variable de riesgo
conocida: minimo 0,018 (variable: LTE dicotdmico) y maximo
0,17 (variable: Neuroticismo).

- Mejora AUC-ROC modelo con variable de riesgo
conocida vs variable de riesgo conocida y PRS actuando de
manera combinada: minimo 0,004 (variable: CTQ negligencia
emocional y neuroticismo) y méaximo 0,019 (variable: LTE
dicotémico).

- Ratio de mejora de AUC-ROC *“variable de riesgo
conocida y PRS actuando de manera combinada” vs “modelo
con variable de riesgo conocida”: minimo 2,35% (variable:
Neuroticismo) y maximo 105,56% (variable: LTE dicotomico).
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- Valores pseudo-R? en el modelo variable de riesgo
conocida y PRS actuando de manera combinada: minimo 0,226
(variable: amabilidad) maximo 0,536 (variable: Neuroticismo).

- Mejora pseudo-R? modelo basal vs modelo con variable
de riesgo: minimo 0,036 (variable: LTE dicotémico) y méximo
0,371 (variable: Neuroticismo).

- Mejora pseudo-R?> modelo con variable de riesgo
conocida vs variable de riesgo conocida y PRS actuando de
manera combinada: minimo 0,01 (variable: Neuroticismo) y
méaximo 0,038 (variable: LTE dicotémico).

- Ratio de mejora de pseudo-R? “variable de riesgo
conocida y PRS actuando de manera combinada” vs “modelo
con variable de riesgo”: minimo 2,70% (variable:
Neuroticismo) y maximo 105,56% (variable: LTE dicotémico).



TABLA 10. RESULTADOS PRINCIPALES DE LOS ANALISIS DE VARIABLES PREDICTORAS COMBINADAS CON PRS. P variable (valor
de p de las distintas variables predictoras de riesgo conocidas en el modelo predictivo combinado con las PRS), P PRS (valor de
p de las PRS incluidas en el modelos con las variables predictoras de riesgo conocidas), AUC-ROC H2 (valores de AUC-ROC
incluyendo predictor de riesgo conocido + PRS), AAUC-ROC H1 (mejora AUC-ROC modelo basal vs modelo con variable predictora
conocida), AAUC-ROC H2 (mejora AUC-ROC modelo con variable predictora conocida vs variable predictora conocida + PRS),
ratio AUC-ROC (H2 vs H1), psR2 H2 (valores pseudo-R? en el modelo variable predictora conocida + PRS), ApsR? H1 (mejora
pseudo-R? modelo basal vs modelo con variable predictora conocida), ApsR?> H2 (mejora pseudo-R2 modelo con variable
predictora conocida vs variable predictora conocida + PRS) y Ratio psR? (H2 vs H1).

Variable varbole | PPRS AU%’EOC AAUS'lROC AAU:éROC Alj{g_té%c psRZ H2 | ApsR?Z H1 | ApsR? H2 F:gg?
Historia familiar | <2e-16 | 9,64E-05 0,862 0,145 0,013 8,97% 0,48 0,294 0,031 10,54%
CTQ TOTAL 7,70E-12 | 0,004061 0,825 0,111 0,006 5,41% 0,375 0,198 0,018 9,09%
CTQEA 4,66E-09 | 0,00101 0,786 0,069 0,013 18,84% 0,305 0,123 0,026 21,14%
CTQ PA 1,80E-05 | 0,000701 0,765 0,056 0,005 8,93% 0,261 0,078 0,029 37,18%
CTQ SA 0,000545 | 0,001021 0,747 0,032 0,012 37,50% 0,245 0,064 0,027 42,19%
CTQEN 8,15E-12 | 0,00722 0,803 0,093 0,004 4,30% 0,336 0,167 0,016 9,58%
CTQ PN 7,05E-09 | 0,000749 | 0,786 0,073 0,007 9,59% 0,305 0,12 0,027 22,50%
LTE acum. 1,07E-09 | 0,000298 [ 0,784 0,059 0,018 30,51% 0,308 0,12 0,031 25,83%
LTE dicot. 0,00013 | 0,000132 0,744 0,018 0,019 105,56% 0,231 0,036 0,038 105,56%
Neuroticismo <2e-16 | 0,02294 0,879 0,17 0,004 2,35% 0,536 0,371 0,01 2,70%
Extraversion 2,41E-10 | 0,000897 0,78 0,065 0,01 15,38% 0,304 0,122 0,026 21,31%
Apertura 3,71E-05 |0,000108 | 0,744 0,023 0,017 73,91% 0,236 0,043 0,038 88,37%
Amabilidad 0,000317 | 0,000379 0,745 0,024 0,017 70,83% 0,226 0,039 0,032 82,05%
Responsabilidad | 6,96E-12 | 0,00417 0,79 0,078 0,008 10,26% 0,328 0,154 0,019 12,34%
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4.3.5 Evaluacion de modelos de prediccion con NRI e IDI

Los resultados de los analisis de NRI e IDI se muestran en la Tabla
11 y son congruentes con los obtenidos con AUC-ROC. EI NRI total
tras la inclusion de las PRS en el modelo fue siempre significativo. El
resultado mas significativo, 6,1x107 se corresponde al modelo que
incluye la historia familiar como covariable predictora de riesgo. NRI
en casos y controles fue significativo en la mayoria de los analisis,
excepto en el caso de *“negligencia emocional” sufrida durante la
infancia (CTQ EN) en casos y CTQ EN, CTQ SA, neuroticismo,
extraversion y responsabilidad en controles.

Los analisis de IDI resultaron en un patrén parecido al detectado
por NRI general, siendo el modelo que incluye la historia familiar como
covariable predictora el mas significativo (p=1,11x10%). El (nico
modelo que no llegé a ser significativo fue aquel que incluyo el
neuroticismo (p=0,0809).

4.3.6 Analisis de correlacion

La Tabla 12 muestra los resultados generales de los anélisis de
correlacion de las PRS generadas y cada una de las variables de riesgo
conocidas. Un gran namero de variables mostraron cierta correlacion
significativa. Los resultados de mayor interés se resumen a
continuacion: en CTQ, el mas significativo fue el detectado en
negligencia emocional (coeficiente de correlacion de Pearson=0,1592,
p=0,0007); en el caso de LTE e historia familiar no se detectaron
correlaciones significativas y, por ultimo, en los analisis con los
distintos factores de la personalidad, el resultado mas significativo fue
el detectado en neuroticismo (coeficiente de correlacion de
Pearson=0,1634, p=0,0005) siendo también de interés lo resultados
detectados en la direccién contraria empleando extraversion
(coeficiente de correlacion de Pearson=-0,1175, p=0,0122) vy
responsabilidad (coeficiente de correlacion de Pearson=-0,1472,
p=0,0016).

154



TABLA 11. RESULTADOS DE LOS ANALISIS MEJORA DE RECLASIFICACION NETA (NRI) Y MEJORA DE DISCRIMINACION
INTEGRADA (IDI).

NRI | VAIOTde P | acos NRI | P casos NRI | Controles NRi | P controles | Valor
NRI NRI de p IDI

Hist. familiar 0,455 6,10E-07 2,75E-01 9,37E-06 1,80E-01 7,12E-03 2,92E-02 | 1,11E-04
TOTAL CTQ 0,352 0,00016 0,207 0,00128 0,146 0,0318 0,0148 | 0,01213
CTQ EA 0,353 0,00013 0,212 0,00087 0,142 0,03434 0,02064 | 0,00198
CTQ PA 0,356 1,11E-04 0,21 9,16E-04 0,145 2,92E-02 0,02108 | 0,00237
CTQ SA 0,308 0,00086 0,19 0,00291 0,118 0,07752 0,02064 | 0,00254
CTQ EN 0,224 0,0164 0,123 0,0566 0,101 0,1342 0,0111 0,04173
CTQPN 0,336 0,00028 0,203 0,00142 0,132 0,04804 0,02101 | 0,00226
LTE 0,387 2,55E-05 0,227 3,26E-04 0,16 1,66E-02 0,02649 | 0,00034
LTE Dicot. 0,396 1,61E-05 0,227 3,26E-04 0,169 1,12E-02 0,02919 | 0,00023
Neuroticismo 0,238 0,0106 0,1597 0,0126 0,0783 0,247 0,0076 | 0,08088
Extraversion 0,335 0,0003 0,205 0,0012 0,13 0,05469 0,01967 | 0,0035
Apertura 0,374 4,71E-05 0,205 1,20E-03 0,169 1,12E-02 0,02873 | 0,00031
Amabilidad 0,359 9,47E-05 0,227 3,26E-04 0,132 4,80E-02 0,024984 | 0,000668
Responsabilidad 0,239 0,0103 0,1464 0,0221 0,0926 0,1717 0,01435 | 0,01251
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TABLA 12. RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE CORRELACION ENTRE LA VARIABLES
PREDICTORA DE RIESGO CONOCIDAS Y LAS PRS.

Variable Pecfelorlz;.on P Pearson Spec:rl;ﬁan P Spearman
Hist. familiar na na 0,06810979 0,146
TOTAL CTQ 0,1409586 0,002882 0,1393137 0,00323
CTQ EA 0,09975793 0,03339 0,08400902 0,07342
CTQ PA 0,1016112 0,02969 0,04896651 0,2957
CTQ SA 0,06127747 0,191 0,08178832 0,08071
CTQ EN 0,1592121 0,0006714 0,1734879 0,0002069
CTQPN 0,1003091 0,03242 0,1071069 0,02232
;I&-(I:-Emulativo 0,05947571 0,2044 0,01676314 0,7208
LTE Dicotémico na na -0,01038611 0,8248
Neuroticismo 0,1634332 0,000465 0,1788033 1,26E-04
Extraversion -0,1174506 0,01217 -0,141035 0,002568
Apertura -0,01698751 0,7169 -0,01890825 0,6865
Amabilidad -0,0694404 0,1383 -0,06374706 0,1737
Responsabilidad | -0,1472148 0,00164 -0,169437 0,0002828

4.3.7 Mediacion entre PRS

personalidad

y trauma/factores de

la

Por dltimo, decidié analizarse si alguno de los resultados de
correlacion detectados podrian implicar la mediacion del efecto de las
PRS por la variable correlacionada, mediante el uso de modelos de
regresion lineal, con la variable de riesgo conocida como variable
dependiente y las PRS vy las variables de control (sexo, edad y 10
dimensiones de MDS) como variables independientes. Ademas, en una
segunda hipotesis, se analizd esta misma mediacion potencial con la
variable de riesgo conocida “historia familiar” como covariable de
ajuste con el fin de conocer si la mediacion podria estar realmente
causada por un ambiente familiar en la que parte de los individuos de la
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estructura familiar presentasen dependencia de alcohol. Los resultados
de correlacion analizados son aquellos con mayores niveles de
correlacion.

De las variables predictoras de riesgo conocidas analizadas
(negligencia emocional sufrida en la infancia, neuroticismo,
extraversion y responsabilidad), se detectan resultados significativos en
todas excepto en los analisis con “extraversion” como variable
dependiente (minimo p=0,0553). En los otros modelos, la posible
mediacion fue detectada, manteniéndose significativa tras el ajuste por
“historia familiar” (minimo p=0,00469, “neuroticismo” como variable
dependiente). Los resultados se muestran en la Tabla 13.

TABLA 13. RESULTADOS DE LOS ANALISIS DE MEDIACION. Los resultados precedidos
por “H1” responden a la inclusion de las PRS en el modelo de evaluacion estadistica
y “H2” PRS junto a las covariables predictoras conocidas.

Analisis Valor de p PRS
H1 CTQ_EN 0,0062
H2 CTQ_EN 0,0084
H1 Neuroticismo 0,0047
H2 Neuroticismo 0,0087
H1 Extraversion 0,0553
H2 Extraversion 0,0831
H1 Responsabilidad 0,0066
H2 Responsabilidad 0,0104
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4.4 ESTUDIO 4. ANALISIS DE LA CAPACIDAD PREDICTIVA
DE MODELOS POLIGENICOS FUNDAMENTADOS EN LA
SELECCION DE VARIANTES EN BASE A CRITERIOS
BIOLOGICOS FUNCIONALES

Siendo el principal objetivo de este estudio analizar la capacidad
predictiva de modelos poligénicos fundamentados en la seleccion de
variantes en base a criterios bioldgicos funcionales, con el fin de
explicar la relacion entre el estrés y la dependencia al alcohol, se
presentan a continuacién los resultados de la prediccién poligénica
basada en modelos generados a partir de MDD2 en una muestra
conjunta de la Fase 1y 2 de SUD.

4.4.1 Preparacion del archivo diana

En este estudio se emple6 como muestra diana la suma de la Fase
1 de SUDy la Fase 2 de SUD. Las particularidades de trabajar de forma
conjunta con estas dos muestras fueron desarrolladas en el Estudio 3,
asi como los resultados de la aplicacién del control de calidad. Por lo
tanto, se emplearon los dos conjuntos de muestras tras haber sido
aplicado el control de calidad disefiado para analisis conjuntos. La Fase
1 incluy6 los 1064 individuos (muestra ALC) y la Fase 2 los 460
individuos con pacientes con dependencia de alcohol.

Tras unir con PLINK v1.9 ambas muestras, se mantuvieron un total
de 1524 individuos (721 casos and 803 controles; 1047 hombres y 477
mujeres) y 5499467 SNPs. Esta muestra diana se denomina SUD_1524.

4.4.2 Modelos de riesgo

En primer lugar fue necesario realizar la puesta a punto de un
modelo de riesgo basado en la seleccion de variantes en la muestra
descubrimiento MDD2 a partir de datos de respuesta a estrés. A
continuacion se presentan los distintos pasos de la generacion del
modelo de riesgo.
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La tabla S1 del material suplementario del articulo publicado por
Arloth y colaboradores (Arloth et al. 2015) incluye el listado de los 320
cis-eQTLs de respuesta transcripcional a estrés, con sus cis-eSNPs
asociados. Tras seleccionar el conjunto unico de 296 cis-eSNPs, fue
necesario realizar un cambio de versién de ensamblaje del genoma
siguiendo los procedimientos indicados en “Materiales y Métodos”, ya
que el conjunto de datos de variantes de respuesta a estrés se encontraba
en version hgl8. Tras el cambio de versién al deseado (hgl9) se
realizaron controles de duplicacion de variantes y se seleccionaron las
de ensamblaje primario. Este listado de SNPs fue empleado para la
seleccion de las variantes en las estadisticas resumen de MDD2.

El siguiente paso fue analizar el solapamiento de las variantes
filtradas de MDD2 con los 296 cis-eSNPs. El solapamiento fue del
66,89%, al detectarse 198 variantes comunes (Tabla S1 ANEXO). Tras
ello fue necesario utilizar como estrategia la busqueda de variantes en
LD, empleando la herramienta bioinformatica de busqueda online
SNIPA, para aquellos 98 cis-eSNPs no solapantes. Los parametros
seleccionados para la exploracién de variantes en LD se resumen a
continuacion: version de ensamblaje del genoma, hgl9; datos para el
calculo de LD, 1000 Genomas fase 3 v5; variantes, SNPs; y, por ultimo,
un umbral de r?>>0,5. Los resultados incluyen informacion para 96 de
las 98 variantes comprendidas en la busqueda, ya que 2 SNPs no
estaban incluidos en la base de datos de SNiPA. El nimero de variantes
en desequilibrio de ligamiento ascendié a 3828 SNPs. La media de
SNPs en LD por variante original fue de 39,98 (numero minimo de
variantes en LD por SNP original: 1; nimero maximo de variantes en
LD por SNP original: 680). EI nimero de variantes en comun entre
MDD2 filtrado y las 3838 variantes en LD se redujo a un total de 2464
SNPs, informativos de 58 SNPs originales.

La media de SNPs en LD por variante original fue de 42,48
(nimero minimo de variantes en LD por SNP original=1; nimero
méaximo de variantes en LD por SNP original=535). Con el fin de
seleccionar aquellas variantes de mayor valor para el analisis, se
selecciond de cada una de las 58 variantes originales la variante en
mayor LD (mayor valor de r?). Por dltimo, fue necesario analizar
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aquellas variantes con alelos de riesgo por ambigiedad de cadena,
examinando las frecuencias de los alelos, desechando aquellas variantes
ambiguas y seleccionando la siguiente por LD. El conjunto final de 58
SNPs seleccionados presentd una r?> media respecto a la variantes
original de 0,8243 (r> minimo=0,5225; r> maximo=1) (Tabla S2
ANEXO). Por lo tanto, el nimero final de variantes a incluir en el
modelo basado en MDD2 y el listado de cis-eSNPs, fue de 256 SNPs,
cubriendo el 86,49% del conjunto original (Figura 16).

296 cis-eSNPs

SNPs del listado original en SNPs del listado original no
comiin con MDD2 (INFO=0,3; comunes con MDD2 {INFO=0,3;
presentesen SUD) presentes en SUD)

198 SNPs
(VER TABLA 51 98 SNPs
ANEXD
Bisqueda en SNIPA
de LD-SNPs

2 SNPs no presentes
# en la base de datos
de SNiPA
——————

Bisqueda de LD-SNPs
comunes con MDD2
e ——

58 SNPs ' 38 5NPs no presentan|

ot LD-SNPs comunes

! l

256 SNPs para generacion de modelos

FIGURA 16. DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO DE BUSQUEDA DE SNPs COMUNES
A PARTIR DE LA LISTA ORIGINAL DE cis-eSNPs ASOCIADOS A LA RESPUESTA A
ESTRES AGUDO.
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4.4.3 Anélisis predictivos

Los analisis de regresion logistica (Figura 17) incluyendo las PRS
generadas en SUD_1524 mostraron un unico umbral significativo:
incremento pseudo-r>=0,2948; p=0,0422. EI umbral que explico el
maximo porcentaje de la varianza fue aquel que incluyé los 38 SNPs
con un nivel de significacion menor a 0,1. El resto de umbrales
analizados no superaron el nivel de significacion <0,05.
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FIGURA 17. PORCENTAJE DE VARIANZA EXPLICADA POR LOS DISTINTOS MODELOS
DE RIESGO GENERADOS. El cédigo de colores indica qué modelos empleados fueron
significativos.

Como control de los resultados se empled un sistema de permutaciones
basado en la herramienta bioinformatica online SNPsnap. Ajustando los
parametros de busqueda a SNPs con una frecuencia de alelo menor,
densidad génica, LD y distancia al sitio de inicio de transcripcion del
gen mas cercano, se generaron 1000 modelos de riesgo poligénico
basados en SNPs de caracteristicas similares o parecidas a los 38
incluidos en el modelo de riesgo significativo. Los resultados del test
de permutaciones proyectaron un valor p=0,039 (39 de las 1000
permutaciones explicaron una pseudo-R? mayor que el valor presentado
por el modelo significativo).

Por ultimo, ninguno de los resultados de las interacciones entre PRS
basadas en las variantes de respuesta a estrés y los datos de trauma
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infantil trauma infantil muestran una interaccion significativa entre las
PRS y su CTQ (minimo p=0,2279, umbral 0,1).
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5. DISCUSION

5.1. DISCUSIONES INDIVIDUALES

5.1.1 Estudio 1. Analisis de la arquitectura genética compartida
entre el trastorno obsesivo-compulsivo y la esquizofrenia

En este primer estudio, se analizd la potencial susceptibilidad
compartida entre la esquizofrenia y el trastorno obsesivo-compulsivo.
Los resultados muestran, desde una aproximacion poligénica, la
primera evidencia de arquitectura genética compartida entre ambos
trastornos.

En contraste con la mayoria de trastornos psiquiatricos comunes,
donde los avances en el estudio de su base genética se basaron en un
gran numero de GWAS iniciados en el afio 2007, en el caso del trastorno
obsesivo-compulsivo el niumero de estudios es limitado. Las primeras
indagaciones en la arquitectura poligénica de este trastorno se basaron
en las detecciones de riesgo compartido con el sindrome de Tourette
(Davis et al. 2013; Yu et al. 2015). Por lo tanto, en este contexto, los
hallazgos de heredabilidad compartida con esquizofrenia detectados en
el presente estudio constituyen uno de los primeros pasos importantes
dados en el campo de la genética para el entendimiento de la estructura
genética de la enfermedad.

El uso de la estadistica resumen de SCZ2 (Schizophrenia Working
Group of the PGC, 2014) permite la generacion de modelos de riesgo
robustos que pueden detectar la arquitectura genética compartida. El
porcentaje de varianza explicada en estos resultados (3,7% tras excluir
las variantes comprendidas en el xMHC) supera al detectado por Yuy
colaboradores, en el que empleando la misma estrategia de analisis
poligénico, llegaron a explicar un maximo del 3,2% de la varianza en
la escala fenotipica (trastorno obsesivo-compulsivo vs trastorno
obsesivo-compulsivo). En su analisis transversal, analizando la
heredabilidad compartida entre el trastorno obsesivo-compulsivo y el
sindrome de Tourette, explicaron un 0,6% de la varianza pero con
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resultados no significativos (Yu et al. 2015). Otra relacion de interés,
también detectada mediante PRS, es la existente con trastornos del
espectro autista. Esta relacion es débil pero significativa, ya que
solamente explican el 0,11% de la varianza fenotipica en los analisis
transversales (Guo et al. 2017). La heredabilidad compartida entre
anorexia nerviosa y el trastorno obsesivo-compulsivo también ha sido
analizada recientemente confirmandose las expectativas generadas por
estudios epidemioldgicos previos, asi como lograndose la identificacion
de enriquecimiento de patrones de expresioén génica celulares o de
tejidos y la deteccion de la correlacidn genética del fenotipo combinado
“anorexia-nerviosa y trastorno obsesivo-compulsivo” con otros
trastornos psiquiatricos (Yilmaz et al. 2018).

El presente trabajo conforma una base para futuros analisis en el
proposito de dilucidar la coocurrencia de estos trastornos. El obtener un
resultado en la misma direccion empleando una muestra independiente
(SCZ-5100), incluso con menor potencia estadistica, y el realizar
controles para multiples test, afiaden robustez a los resultados. Estos
también sefialan que el empleo de variantes genéticas comunes (MAF
> 5%) basadas en un chip de genotipado exdnico permite analizar la
arquitectura poligénica del trastorno obsesivo-compulsivo, siendo
necesario plantear futuros analisis de interés empleando variantes que
informen de toda la extension del genoma, sin la restriccion de cefirse
a regiones codificantes.

El hecho de analizar el solapamiento genético entre esquizofrenia
y el trastorno obsesivo-compulsivo sin incluir variantes de la regién del
XMHC permitio explicar una mayor varianza fenotipica en el trastorno
obsesivo-compulsivo. A pesar de la hipotesis autoinmune y la
importancia del MHC en los resultados del GWAS de SCZ2
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium 2014), donde el locus mas asociado se encontraba en la
region codificante inmunitaria, los analisis apuntan con claridad a que
la inmunidad no tiene un papel de relevancia en la susceptibilidad
compartida. Teniendo en cuenta la hipbtesis del papel de la
autoinmunidad en un subgrupo de pacientes con trastorno obsesivo-
compulsivo, conocido como trastornos neuropsiquiatricos pediatricos
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autoinmunes (Davison 2012), y el papel de la inmunidad en la
esquizofrenia (Schizophrenia Working Group of the Psychiatric
Genomics Consortium 2014), los resultados parecen indicar que aunque
la inmunidad puede tener un papel relevante en ambos trastornos, esta
no es debida a las variantes compartidas en la region cromosomica
donde se localiza el MHC.

La relacidn entre el trastorno obsesivo-compulsivo, o sus sintomas,
y la esquizofrenia es un elemento bien conocido en la psiquiatria
moderna (Poyurovsky et al. 2012) y ha sido analizada durante las
ultimas décadas. Existe un importante debate sobre la validez de
considerar un subtipo de pacientes esquizo-obsesivos en el espectro de
la esquizofrenia (Zohar 1997, Poyurovsky et al. 2012; Scotti-Muzzi &
Saide, 2016). A pesar de que el conjunto esquizo-obsesivo no ha sido
incluido en la quinta version del DSM, la posible existencia de
“obsesiones sin percepcion de las mismas” en el espectro de la
esquizofrenia crea de alguna forma un continuo parcial entre delirios y
obsesiones (Catapano et al. 2010). En este debate, uno de los puntos de
mayor peso se centra en el origen de estas obsesiones en pacientes
esquizofrenicos. Los antipsicoticos atipicos han sido descritos como un
factor de riesgo del desarrollo de sintomas obsesivo-compulsivos en
pacientes esquizofrénicos susceptibles (Lykouras et al. 2003). Este
factor puede haber influido en el aumento de la prevalencia de estos
sintomas en pacientes del espectro de la esquizofrenia (Scotti-Muzzi &
Saide 2016). El tratamiento con clozapina fue el primer sefialado como
inductor de sintomas obsesivos (Baker et al. 1992) y con el paso de los
afios se mantiene como la medicacion mas asociada al desarrollo de
trastorno obsesivo-compulsivo junto a la olanzapina (Poyurovski &
Koran 2005; Schirmbeck et al. 2011). Ademas, la duracién del
tratamiento con clozapina es un factor de riesgo replicado (Fernandez-
Egea et al. 2018), por lo que un seguimiento especifico de estos
pacientes seria de gran interés. Estos efectos y caracteristicas deben ser
tenidos en cuenta a la hora de aplicar tratamientos, pues la aparicién de
sintomas podria limitar su uso en pacientes pertenecientes a esa posible
entidad nosoldgica esquizo-obsesiva (Scotti-Muzzi & Saide 2016).
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Los pacientes que podrian englobarse dentro de este posible
subgrupo  esquizo-obsesivo  presentan  caracteristicas  clinicas
distintivas, tales como una edad de inicio de la enfermedad mas
temprana, déficits cognitivos especificos, un menor grado de
percepcion de las obsesiones, una severidad global mayor de los
sintomas positivos y negativos, un mayor niumero de suicidios y los
sintomas obsesivos-compulsivos son normalmente severos, tendiendo
a aparecer durante las etapas prodrémicas de la esquizofrenia (Niendam
et al. 2009; Poyurovsky et al. 2012; Scotti-Muzzi & Saide 2016). De
todas formas es necesario considerar la heterogeneidad y limitaciones
de los estudios que han ido permitiendo la caracterizacion de este
posible subgrupo de pacientes (Scotti-Muzzi & Saide 2016). Los
altimos avances en epidemiologia del subgrupo de pacientes y los
primeros pasos en la caracterizacion de la neurobiologia de estos
individuos se suman a los esfuerzos en genética, donde los resultados
de esta tesis aportan las posibles bases a considerar para la generacion
y uso de modelos de riesgo para la estratificacion de pacientes en un
subgrupo esquizo-obsesivo. La consideracion de un subgrupo de
pacientes tendria implicaciones en el prondstico y tratamiento, ya que
las medicaciones para cada trastorno o sintoma podrian afectar a los
sintomas del otro (Poyurosvsky et al. 2012). Futuras mejoras de la
estimacion del riesgo compartido entre la esquizofrenia y el trastorno
obsesivo-compulsivo seran de gran interés. La deteccion de subgrupos
de pacientes permitira un ajuste de los tratamientos con la consiguiente
mejora reflejada en el pronostico de estos conjuntos de individuos.

Aunque el riesgo de que un paciente con trastorno obsesivo-
compulsivo desarrolle sintomas psicoticos es notablemente bajo (1,7%)
(Haan et al. 2009), al considerar los distintos trastornos del espectro
esquizofrenia — trastorno obsesivo-compulsivo, Poyurovsky y Koran
(Poyurovsky & Koran 2005) analizaron estos subgrupos dentro del
espectro: trastorno obsesivo-compulsivo puro, trastorno obsesivo-
compulsivo con baja percepcion de la enfermedad, trastorno obsesivo-
compulsivo con trastorno esquizotipico de la personalidad,
esquizofrenia con sintomas compulsivos, esquizofrenia con trastorno
obsesivo-compulsivo y esquizofrenia pura. Los autores encontraron
asociaciones heterogeneas con el trastorno obsesivo-compulsivo en el
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conjunto de pacientes que presentaban trastorno esquizotipico de la
personalidad. El estudio epidemioldgico longitudinal empleando
registros nacionales de Dinamarca, llevado a cabo por Meier y
colaboradores, identific6 un aumento del riesgo a desarrollar
esquizofrenia en individuos que previamente fueron diagnosticados con
trastorno obsesivo-compulsivo  (ratio de incidencia=6,90, 95%
1.C.=6.25-7.60) (Meier et al. 2014). De los 3 millones de individuos
seguidos durante 17 afios, 30556 desarrollaron esquizofrenia, de los
cuales el 2,29% habia sido diagnosticado con trastorno obsesivo-
compulsivo previamente. Ademas, este riesgo era aproximadamente
dos veces mayor que el de otros trastornos infanto-juveniles como
autismo, bulimia nerviosa o trastorno por déficit de atencién e
hiperactividad. Otro de los resultados interesantes de este estudio
longitudinal fue el detectar que un diagndstico parental de trastorno
obsesivo-compulsivo incrementaba la ratio de incidencia de
esquizofrenia en la descendencia al 4,31 (95% 1.C.=2,72-6,43) vy el
riesgo asociado al diagnostico parental de trastorno obsesivo-
compulsivo fue mayor que el asociado al diagndstico parental de
cualquier otro trastorno psiquiatrico al margen de esquizofrenia o
trastornos del espectro de la esquizofrenia. Fontenelle y colaboradores
(Fontenelle et al. 2011), al analizar aquellos individuos considerados en
riesgo a desarrollar psicosis, detectaron que el 12,1% mostraba
sintomas obsesivos-compulsivos y, el 5,1% de los individuos, trastorno
obsesivo-compulsivo. Por altimo, en el estudio llevado a cabo por Zink
y colaboradores, al analizar aquellos individuos considerados en riesgo
a desarrollar psicosis, el 11% mostraba sintomas obsesivos-
compulsivosy el 5% trastorno obsesivo-compulsivo (Zink et al. 2014).

Las estimaciones de prevalencia de trastorno obsesivo compulsivo
en pacientes de esquizofrenia también son bastante heterogéneas. Las
primeras indagaciones (Berrios 1989) estimaron una proporcién del 1-
3,5%. Estas estimaciones generales han cambiado con el paso de afios.
Los estudios méas recientes han documentado una prevalencia mucho
mayor. Un meta-analisis de los ultimos afios que incluia 3007 muestras
de 34 estudios distintos estim6 una prevalencia del trastorno obsesivo-
compulsivo en pacientes con trastornos del espectro esquizofrénico del
12,1% (95% 1.C.=7.0-17.1%) (Achim et al. 2011). Estas estimaciones
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también han sido empleadas para analizar la presencia de sintomas
obsesivo-compulsivos en pacientes. La heterogeneidad en los
resultados también esté presente en estas medidas, tal y como exponen
Scotti-Muzzi y Saide (Scotti-Muzzi & Saidade 2016). Una de las
estimaciones méas fiables es resumida por Schirmbeck y Zink
(Schirmbeck & Zink 2013), indicando que la comorbilidad de sintomas
de este espectro en pacientes esquizofrenicos es del 25%.

La principal limitacion de este estudio es el tamafio de la muestra
de individuos control y pacientes con trastorno obsesivo-compulsivo.
Es de gran interés conocer estos efectos de la arquitectura genética
compartida empleando futuras muestras de mayor tamario, con el fin de
replicar los resultados detectados por el andlisis y mejorar las
capacidades predictivas. La consideracion de subgrupos de pacientes
con rasgos mas especificos para analizar como conjunto mas
homogéneo es una de las estrategias a seguir. Otra limitacion de este
estudio se basa en el tipo de chip de genotipado empleado, ya que las
variantes analizadas eran todas de regiones exdnicas. Con el
abaratamiento de los costes y desde la perspectiva actual, considerar un
analisis de marcadores distribuidos por todo el genoma aportaria una
perspectiva de analisis mas amplia, con un mayor nimero de variantes
en comun entre muestra diana y descubrimiento que permitiria la
generacion de modelos mas ajustados.
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5.1.2 Estudio 2. Analisis de la arquitectura genética compartida
entre el trastorno por abuso o dependencia de sustancias y los
principales trastornos psiquiatricos

Los resultados de este estudio, en el que se emplearon seis
trastornos  psiquiatricos  principales distintos como muestras
descubrimiento (esquizofrenia, trastorno bipolar, trastorno por deficit
de atencion e hiperactividad, trastorno depresivo mayor, trastorno de
ansiedad generalizada y autismo), revelaron que la esquizofrenia es la
gue comparte un mayor riesgo genético con los trastornos por uso o
abuso de sustancias. Estos resultados se suman a los primeros avances
Ilevados a cabo en el estudio del solapamiento y estructura genética
compartida entre SUD y patologias psiquiatricas generales, que
sefialaban, mediante modelos de riesgo, la susceptibilidad compartida
(Power et al. 2014; Carey et al. 2016; Andersen et al. 2017; Hartz et al.
2017; Reginsson et al. 2018).

La esquizofrenia es el trastorno que muestra un mayor
solapamiento con los trastornos por uso o abuso de sustancias v,
ademas, es el uUnico con resultados significativos tras aplicar las
correcciones por comparaciones multiples. Respecto a los resultados no
significativos, obtenidos en los analisis empleando las otras muestras
descubrimiento, es necesario reflexionar sobre el sentido de los mismos.
Aunque las sefales significativas estan asociadas a los modelos basados
en el riesgo a desarrollar esquizofrenia, las otras patologias también
podrian presentar un riesgo compartido no detectado en nuestros
andlisis. El primer punto que sefiala en esta direccion se basa en que el
porcentaje de varianza explicada en la escala de susceptibilidad
fenotipica de SUD, con los modelos generados a partir de la muestra
descubrimiento de trastornos psiquiatricos combinados Cross-Disorder,
es mayor que la explicada por SCZ-CROSS, muestra incluida en el
conjunto Cross-Disorder. Esto indica que en el conjunto de trastornos
(muestra Cross-Disorder) existen otros, ademas de esquizofrenia, con
un posible efecto predictor o arquitectura solapante. El segundo punto
se basa en que las PRS generadas con Cross-Disorder se mantuvieron
significativas tras el ajuste con los modelos analizados basados en
SCZz2.
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Una de las intenciones de este estudio fue el de minimizar las
diferencias en tamafio entre las distintas muestras descubrimiento,
empleando nuevas estadisticas resumen de acceso publico. Empleando
muestras de mayor tamafio (ASD-2017 y ADHD-2017) que las
utilizadas por Carey y colaboradores (Carey et al. 2016) en sus analisis
de solapamiento con trastornos del espectro autista y trastorno por
déficit de atencidn e hiperactividad, con resultados no significativos,
tampoco obtuvimos resultados significativos. En este estudio también
se ha estudiado por primera vez la posible susceptibilidad compartida
entre trastorno de ansiedad generalizada y los trastornos por uso y abuso
de sustancias, no logrando detectar una asociacion significativa. Por
Galtimo, no confirmamos las asociaciones entre trastorno depresivo
mayor y SUD detectadas por Carey y colaboradores y Andersen y
colaboradores (Carey et al. 2016; Andersen et al. 2017). Esto podria ser
por el bajo porcentaje de varianza explicada por los autores que si
detectaron estas asociaciones. De todas formas, estas hipdtesis deberian
ser cuestionadas de nuevo en el futuro con la aparicion de muestras mas
amplias como MDD2 (Wray et al. 2018), posterior a la realizacion y
publicacion del presente estudio (Gurriaran et al. 2019).

Uno de los resultados de gran interés de este estudio es el
porcentaje de varianza explicada por los modelos de SCZ-CROSS, ya
que llegaron a explicar un porcentaje de la varianza en la escala
fenotipica de SUD mayor a cualquiera detectado empleando la misma
muestra descubrimiento contra otras patologias psiquiatricas, con la
excepcion de trastorno bipolar (Cross-Disorder Group of the
Psychiatric Genomics Consortium, 2013). El GWAS al que se recurre
en los analisis de SCZ-CROSS se basa en un conjunto de muestras que
a su vez esta incluido en SCZ2. Este conjunto de muestras representa
solamente una fraccion de SCZ2, ya que el conjunto de casos de SCZ-
CROSS representa aproximadamente el 26% de los pacientes incluidos
en SCZ2. Este incremento muestral se traduce un mayor poder
predictivo de la muestra SCZ2, que llega a explicar un 3,92% de la
varianza en nuestra muestra diana frente al 1,35% explicada por SCZ-
CROSS. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Hartz y
colaboradores, que discutieron sobre el porcentaje de varianza
explicada en sus resultados, concluyendo que el solapamiento genético
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entre SCZ2 y su muestra de individuos con adicciones era
“inusualmente grande”. Este estudio llegd a explicar un 3,7% de la
varianza en la escala fenotipica de SUD (Hartz et al. 2017). Un
resultado en la misma direccidén también fue observado en el presente
estudio incluido en la Tesis, cuando las muestras con patologias
psiquiatricas comorbidas de la muestra diana fueron separadas de los
andlisis. Este hecho sugiere en gran medida que la esquizofrenia y los
trastornos por uso y abuso de sustancias presentan una alta pleiotropia.

Este posible efecto pleiotrépico puede ser de dos clases: biologico
0 mediado. En el caso de la pleiotropia bioldgica el modelo se basaria
en que las mismas variantes genéticas incrementarian el riesgo a sufrir
esquizofrenia y SUD de una forma directa a través del mismo
mecanismo biologico. En el caso de pleiotropia mediada, la
esquizofrenia incrementaria el riesgo de SUD o viceversa (Solovieff et
al. 2013). En esta situacion, las PRS se relacionan causalmente con un
trastorno e indirectamente con el segundo trastorno, mediado por la
presencia del primero. El hecho de no poder diferenciar entre tipos de
pleiotropia es una limitacion del presente estudio y del método
empleado, ya que los modelos de riesgo poligenicos no informan de los
mecanismos bioldgicos que podrian encontrarse tras el efecto
detectado. A pesar de haber realizado andlisis eliminando las muestras
comérbidas detectandose efectos de igual magnitud, no se puede
descartar la mediacion de forma completa, debido a que algunos
pacientes presentarian sintomas subclinicos del trastorno. Futuros
estudios permitiran identificar los mecanismos neurobioldgicos y rutas
genéticas subyacentes a este solapamiento genético detectado. Estos
podrian estar basados en aproximaciones como la aleatorizacion
mendeliana o estudios longitudinales. Los estudios de aleatorizacion
mendeliana ofrecen la oportunidad de andlisis de la asociacion entre
SUD y patologias psiquiatricas generales. Existen varios ejemplos en la
literatura, como los empleados para investigar la causalidad en la
asociacion entre cannabis y esquizofrenia (Vaucher et al. 2017; Pasman
et al. 2018).

Una de las caracteristicas principales de este estudio es que los
individuos que constituyen la muestra de pacientes son
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policonsumidores. La susceptibilidad compartida entre distintas drogas
podria estar basada en mecanismos neurobioldgicos centrales y las
redes cerebrales, como aquellos que modulan la recompensa,
excitacion afectiva, control del comportamiento, ansiedad o la respuesta
a estrés. Alguno de estos procesos pueden ser comunes a los distintos
trastornos psiquiatricos (Buckholtz & Meyer-Lindenberg 2012),
describiéndose, mediante estudios de gemelos, una posible genética
comun (Tsuang et al. 1998). Resultados recientes de un mega-analisis
del volumen de materia gris en individuos con trastornos de
dependencia mostraron evidencias en el mismo sentido: un conjunto de
regiones cerebrales presentaron asociacion a la dependencia de
sustancias en general, indicando un sustrato neural comdn, y otras
especificas al consumo de alcohol y nicotina, logrando clasificar con
éxito individuos con esas dependencias y biomarcadores especificos
(Mackey et al. 2018). En contraste, la susceptibilidad genética
especifica para las adicciones a una sustancia concreta podria estar mas
relacionada con el metabolismo de las sustancias. Uno de los ejemplos
mas claros se basa en la asociacion de ADH1B y ALDH2 (alcohol
deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa) con la dependencia de
alcohol (Edenberg et al. 2019). Ademas, otros indicios se basan en la
asociacion a la dependencia de alcohol de genes involucrados en el
metabolismo de los cuerpos cetonicos, ya que la cetoacidosis es causada
por un excesivo consumo de alcohol (Biernacka et al. 2013).

Por altimo, con este estudio replicamos los resultados de Reginsson
y colaboradores (Reginsson et al. 2018) en los que detectaron
diferencias entre sexos en pacientes con trastorno por abuso del alcohol.
Sus resultados mostraban que las mujeres presentaban una mayor
predisposicion o carga genética basada en los PRS fundamentados en
esquizofrenia, coincidiendo con resultados previos de estudios
familiares en la misma poblacion. Los resultados el presente estudio de
la Tesis, en la misma direccion, podrian reflejar que existe una mayor
presion social en contra del consumo de alcohol hacia las mujeres
respecto a los hombres. Las mujeres, a igual puntuacion de riesgo que
los hombres, deberian presentar una menor probabilidad para
desarrollar el trastorno por abuso o dependencia de alcohol, ya que en
nuestra sociedad actual el ambiente es mas protector de cara a las
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mujeres. Una situacion similar también fue detectada por el estudio
islandés, ya que describen una clara tendencia al incremento del riesgo
genético en fumadores con el paso de los afios y el endurecimiento
sobre su consumo y una mayor presion social general actual.

Ademas de la limitacién, previamente comentada, basada en la
incapacidad a la hora de diferenciar entre el tipo de pleiotropia asociada
a los PRS utilizados, este estudio presenta otras limitaciones. Las
muestras descubrimiento empleadas podrian presentar trastorno por
abuso o0 dependencia de sustancias, complicando en parte la
interpretacion de los resultados. El tamafio de la muestra diana, aunque
de una magnitud suficiente para detectar el efecto con una significacion
estadistica muy robusta, podria ser objeto de mejora en siguientes
aproximaciones de analisis. Otro elemento que afiade cierta
incertidumbre se basa en el apareamiento clasificado. Este hecho es
bastante comun entre los trastornos psiquiatricos y SUD (Nordsletten et
al. 2016). En este trabajo no encontramos asociaciones significativas
entre el trastorno por déficit de atencion e hiperactividad y SUD a pesar
de las mayores correlaciones presentes entre ADHD-2017 y SUD que
esquizofrenia'y SUD.

La aproximacion gendémica a la coocurrencia de SUD y trastornos
psiquiatricos generales presenta un corto recorrido temporal. Con los
primeros resultados significativos detectados y el incremento de
iniciativas de peso, el nimero de resultados que apuntan en la misma
direccion que los presentados en esta tesis también crece.
Recientemente han sido publicados varios estudios de interés. Se han
Ilevado a cabo predicciones poligénicas en muestras longitudinales en
las que se ha detectado que los participantes con un PRS mayor, basado
en esquizofrenia, presentaban un mayor uso de sustancias en la etapa
adulta emergente (18-25 afios) (Travis et al. 2018). Aas y colaboradores
(Aas et al. 2018), aportaron mas evidencias del posible solapamiento
genético entre esquizofrenia y consumo de cannabis. Dos grandes
estudios de 2018 también han aportado informacion de gran interés a la
coocurrencia de trastornos por uso y abuso de sustancias (Sanchez-
Roige et al. 2018; Walter et al. 2018). El primer estudio, empleando
medidas cuantitativas del consumo de alchol mediante el test

175



XAQUIN GURRIARAN BAS

Cuestionario de Identificacion de los Transtornos debidos al Consumo
de Alcohol (AUDIT, Alcohol Use Disorders Identification Test),
detectd una importante arquitectura genética compartida entre las
puntuaciones de AUDIT y otros fenotipos adictivos asi como
correlaciones genéticas con trastornos psiquiatricos generales. El
segundo estudio, representa el mayor GWAS de dependencia de alcohol
hasta la fecha. En este trabajo los resultados sefialan también en la
misma direccién: importantes correlaciones genéticas con otros
fenotipos psiquiatricos que podrian indicar una genética comun entre
fenotipos que se encuentren dentro del espectro de toma de riesgos y
bajo control de impulsos.
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5.1.3. Estudio 3. Analisis de la capacidad predictiva de las PRS
en la modelizacion combinada con factores predictivos de riesgo
conocidos

Los resultados de este estudio muestran la utilidad de las PRS junto
a factores de riesgo conocidos en la prediccion de dependencia de
alcohol. La evaluacion de este modelo de riesgo que combina
informacidn predictora basada en la prediccion genética combinada de
la esquizofrenia y el uso y abuso de sustancias se realiz6 mediante
diferentes medidas como el incremento del area bajo la curva ROC,
NRI continuo e IDI. El efecto, confirmado en todos los andlisis, fue
siempre menor que otros factores de riesgo evaluados, con la excepcion
de LTE dicotémico.

Todas las PRS incluidas en los distintos modelos junto a las
variables predictoras de riesgo conocidas se mantuvieron significativas.
Es interesante que, en el modelo que incluye la historia familiar, las
PRS se mantuviesen significativas. De hecho, la correlacion entre la
historia familiar y las PRS no fue significativa. Por una parte, la historia
familiar puede ser interpretada como un indicador de factores genéticos
de distinto efecto, pues informaria de variantes comunes y variantes
raras, asi como de factores de riesgo ambientales compartidos. Por otra
parte, las PRS estan basadas en variantes genéticas comunes y podrian
afadir especificidad individual. Un resultado similar fue previamente
descrito en esquizofrenia empleando registros nérdicos (Lu et al. 2018).

Los andlisis en los que se incluyeron los valores individuales en la
escala de experiencias traumaticas en la infancia como covariable
predictora confirman los resultados previos que informaban del
importante papel del trauma infantil en el abuso de alcohol (Rothman
et al. 2008; Keyes et al. 2011; Schwandt et al. 2013). En la muestra
diana, la escala CTQ total mostr6 un alto nivel de asociacion.
Examinando las subescalas incluidas en este test, la mas explicativa fue
la que informaba de la negligencia emocional sufrida por los individuos
de la muestra diana. Ademas, esta variable fue la més correlacionada
con las PRS generadas. El efecto de las PRS en la prediccion de la
escala fenotipica fue muy baja en el modelo que incluyd la subescala de
trauma por negligencia emocional. Estos resultados sugieren que el
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efecto de las PRS estaria mediada en parte por su efecto, aumentando
el riesgo de trauma infantil. De hecho, los analisis de regresion lineal
mostraron la asociacion significativa entre las PRS y las puntuaciones
en la subescala de negligencia emocional, incluso cuando se ajusto el
modelo incluyendo la informacion de historia familiar. Estos resultados
parecen ser un claro ejemplo de correlacion entre genética y ambiente
(rGE) pasiva. En rGE pasiva, la misma persona hereda el riesgo
genético de predisposicién al trastorno asi como el riesgo ambiental.
Por lo tanto, los hijos de padres alcohdlicos, que heredardn mas
variantes de riesgo genético, son criados en un ambiente mas estresante,
con una mayor probabilidad de sufrir experiencias traumaticas
infantiles cronicas como la negligencia emocional. Existe un gran
numero de evidencias sobre el hecho de la heredabilidad de los eventos
estresantes (Power et al. 2013). De hecho, uno de los diez
descubrimientos mas replicados en la genética del comportamiento
(Plomin et al. 2016) es que “la mayoria de medidas del “ambiente”
muestran una influencia genética significativa”. Ademas, Plomin y
colaboradores, indican también que “muchas de las asociaciones entre
medidas ambientales y los rasgos psicoldgicos estan significativamente
mediados por la genética”, algo que parece estar ocurriendo en la
relacion entre PRS, el trauma infantil y la dependencia al alcohol.

Los andlisis en los que se analizaron los factores de la personalidad
mostraron una situacion general similar. Los factores de la personalidad
parecen jugar un papel de peso en la dependencia al alcohol, donde
grande metaanalisis de tipo transversales detectaron que altos valores
de neuroticismo y bajos de amabilidad y responsabilidad, estan
asociados con la dependencia al alcohol (Kotov et al. 2010). Los
estudios longitudinales muestra un patrén distinto, donde una baja
responsabilidad y una alta extraversion fueron asociados al alcoholismo
como factores de riesgo (Hakulinen et al. 2015). La subescala de los
rasgos de personalidad que informa de neuroticismo fue el factor de
riesgo méas asociado con un aumento en el &rea bajo la curva ROC de
todos los analizados en la muestra diana, superando el valor alcanzado
por historia familiar (17% vs 14,5%). La mejora aportada por el modelo
genético combinado fue muy bajo y los analisis de correlacion
confirmaron la relacion entre ambas variables. Los andlisis de
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mediacion, al igual que los analisis de trauma infantil, detectaron una
asociacion entre neuroticismo y las PRS. Estos hechos parecen indicar
que existe una rGE activa. En esta situacion, la genética del individuo
le predispone tanto a riesgos ambientales como genéticos de
predisposicion a dependencia de alcohol. Por lo tanto, el papel de las
PRS debe estar mediado por el neuroticismo y la responsabilidad. Estos
resultados coinciden de nuevo con los encontrados por Plomin vy
colaboradores en la genética del comportamiento (Plomin et al. 2016).

Los resultados de los andlisis incluyendo la informacion de
experiencias traumaticas vitales sufridas durante el ultimo afio no
mostraron ninguna correlacion con las PRS. Ademas, LTE de tipo
dicotomico fue la variable menos explicativa, informando en menor
grado que las PRS. Este resultado puede entenderse desde la perspectiva
de tratamiento clinico de los pacientes ya que muchos de ellos, a pesar
de mostrar un importante alcoholismo cronico, presentan remisién del
trastorno. Ademas, alguno de los elementos medidos por la escala de
Brugha incluyen eventos que implican la involucracién activa de los
pacientes, como el divorcio y, otras, que implican una involucracion
pasiva, como el fallecimiento de un ser querido. Al emplear esta escala
desde una perspectiva acumulativa, aumento la capacidad predictora de
esta variable un 330%.

El modelo basado en la suma ponderada de las PRS generadas con
las puntuaciones previamente entrenadas en un conjunto de muestras
permitio aprovechar la genética compartida entre trastornos con el fin
de mejorar la prediccion en alcoholismo. Estas PRS “multifenotipo”
permitieron mejorar la prediccion, lo cual demuestra que la carga de
riesgo individual de un individuo a sufrir dependencia de alcohol se
basa en el sumatorio de miles de variantes comunes de predisposicion
al fenotipo que pueden ser reforzadas mediante la adicion de efectos de
rasgos correlacionados. El uso de fenotipos combinados en la
prediccion poligénica es un punto prometedor, existiendo otros
ejemplos o tipos de andlisis basados en esta premisa, ya que el explotar
el solapamiento y correlacion presente entre arquitecturas moleculares
de trastornos psiquiatricos o fenotipos relacionados mejoraria la
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prediccion en la escala fenotipica (Maier et al. 2015; Krapohl et al.
2018).

Este estudio presenta ciertas limitaciones. La retrospeccion
implicita al cuestionario que analiza la exposicién a trauma infantil
implica un mayor riesgo de distorsiones. Este hecho ha sido
previamente analizado, detectando baja correlacion entre el analisis
retrospectivo del trauma y el seguimiento longitudinal del mismo. A
pesar de esto, ambas medidas del trauma infantil estan consistentemente
asociadas al riesgo de desarrollo de dependencia de alcohol y los falsos
positivos suelen ser raros (Keyes et al. 2011). Segin los mismos
autores, el principal resultado de esta inestabilidad es la infraestimacion
de la prevalencia de eventos adversos en la infancia, “lo cual podria
debilitar las aparentes asociaciones, pero no sesgarlas”. Algo similar
ocurre con los factores informativos de rasgos de la personalidad ya que
la dependencia al alcohol podria afectar la personalidad del individuo
(Hakulinen & Jokela 2018). Por ultimo, indicar que la adicion de un
mayor numero de rasgos o trastornos genéticamente relacionados con
la capacidad predictora del riesgo en una muestra diana de alcoholismo
podria mejorar la discriminacion del modelo. Con la llegada de nuevas
estadisticas resumen basadas en estudios cada vez mas grandes podra
mejorarse la capacidad predictora de manera sustancial.
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5.1.4 Estudio 4. Andlisis de la capacidad predictiva de modelos
poligénicos fundamentados en la seleccion de variantes en base a
criterios bioldgicos funcionales

Los resultados de este estudio exploratorio reflejan la limitada
capacidad predictiva actual de los modelos de riesgo poligénico
fundamentados en la seleccion de variantes en base a criterios
bioldgicos funcionales. Este modelo basado en la seleccion de variantes
asociadas a la respuesta a estrés agudo sefiala, a través de los efectos
medidos en el mayor GWAS de trastorno depresivo mayor hasta la
fecha, la posible relacion entre el riesgo a desarrollar abuso o
dependencia al alcohol y las diferencias individuales en la cascada
transcripcional como respuesta al cortisol liberado en situaciones de
estrés.

Arloth y colaboradores observaron en su estudio que las variantes
genéticas comunes en elementos amplificadores de largo alcance que
alteran la respuesta inmediata del transcriptoma mediada por
glucocorticoides estan situadas a una distancia media mayor que los
eQTLs basales medidos. Ademas, en sus analisis indican que al menos
un 25% de las variantes podrian mostrar una interaccion de largo
alcance, mediada por interaccion directa de la cromatina entre las
regiones amplificadoras y los respectivos puntos de inicio
transcripcionales. De todas formas, hay que considerar que todos los
eQTLs incluidos en este analisis son cis-eQTLs, ya que se encuentran
a una distancia siempre menor a 1 megabase. En analisis futuros, seria
de interés analizar en profundidad la regulacién de amplio rango,
mediada por trans-eQTLs, debido a los indicios detectados del
potencial papel de estas variantes para la identificacion de genes
conductores clave que contribuyen a la enfermedad (Westra et al. 2013;
Lloyd-Jones et al. 2017). Una de las limitaciones de esta propuesta
reside en el tamafio del efecto en los trans-eQTLs, que al ser menor
requiere todavia mayores tamafios muestrales para su deteccion, pero
existen indicios de su potencial (\V@sa et al. 2018).

La capacidad de prediccion de riesgo es uno de los factores
limitantes en este estudio. El porcentaje de varianza explicada por el
modelo fue limitada, ya que el valor maximo detectado fue del
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0,2948%. A pesar de la baja capacidad predictiva, el modelo resistio el
control por permutaciones basado en la seleccion de variantes mediante
SNPsnap. Esto es indicativo de que los SNPs del modelo explican mas
variacion que la esperada para igual nimero de SNPs al azar con las
mismas caracteristicas en relacion al conjunto variantes asociadas a la
respuesta a estrés. Estos resultados sefialan la necesidad de analizar en
mayor profundidad la respuesta aguda a estrés y su relacién con el
alcoholismo. Aunque es bien conocido que el riesgo a sufrir un
trastorno por abuso o dependencia de la sustancia se ve exacerbado por
factores genéticos y por la exposicion a estrés, los mecanismos
biologicos funcionales que dirigen la interaccion de estos factores se
encuentran pobremente analizados. La cascada transcripcional
detectada por Arloth y colaboradores puede ser clave para comprender
los procesos de sefializacion y transcripcion génica asociados, asi como
otras interacciones génicas secundarias. EI empleo de la genética
compartida de depresion mayor y alcoholismo en estos analisis se basa
en tres aspectos: los efectos detectados por Arloth y colaboradores en
trastorno depresivo mayor en su investigacion original, la existencia de
un nuevo GWAS que multiplica el nimero de individuos analizados y
la importante correlacion genética existente entre el trastorno depresivo
mayor y la dependencia de alcohol (Walter et al. 2018).

Los analisis que indagaban en la posible interaccion entre las
distintas PRS y la escala CTQ no encontraron sefiales significativas.
Ninguna de las subescalas de trauma infantil, ni el valor general,
mostraron una interaccion significativa con las PRS. Estos resultados
negativos pueden deberse a la importante limitacion existente en el
tamafno muestral del conjunto de individuos diana. Al emplear
solamente aquellos individuos con informacion recogida sobre su
infancia, el tamafio de la muestra diana se redujo un 70%, con la
consiguiente pérdida de potencia estadistica. Si los resultados
principales mostraron una importante limitacion en la deteccion del
efecto, la ausencia de resultados significativos en este analisis
secundario era algo esperable.

Una de las caracteristicas interesantes de este modelo basado en
criterios bioldgicos funcionales es que, aunque la seleccion de variantes
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se basO en andlisis de células sanguineas periféricas, los autores
encontraron importantes evidencias de su importancia en circuitos
neurales clave en la generacion y regulacion de la respuesta a
situaciones adversas. Las variantes identificadas estaban enriquecidas
en amplificadores especificos del cerebro, sugiriendo que su papel
puede tener efectos en distintos tejidos, con mayor peso del cerebral.
Ademas, en sus analisis con modelos animales, detectaron cambios
diferenciales en la expresion de la cascada en el hipocampo, cértex
prefrontal y la amigdala. Por ultimo, empleando genética de
neuroimagen (imaging genetics) demostraron que el riesgo acumulativo
de variantes asociadas a trastorno depresivo mayor basadas en la
cascada transcripcional de respuesta a estrés predecia una mayor
reactividad generalizada de la amigdala ante estimulos neutrales.

El estudio de las bases bioldgicas de las adicciones presenta el reto
de integrar los resultados de GWAS en el marco de alta especificidad
de tejido de los efectos regulatorios y funcionales. Existen bajas
correlaciones en la expresion génica entre tejido cerebral y sangre,
presentando una importante especificidad de tejido, correlacionada
entre las distintas estructuras cerebrales (GTEx Consortium 2015;
GTEx Consortium 2017). La deteccion de variantes de respuesta a
estrés con enriquecimiento especifico en cerebro y patologias
psiquidtricas, asi como los resultados en modelos animales o
neuroimagen, contrarrestan los problemas por la diferencia
transcripcional dependiente de tejido.

El esfuerzo investigador basado en neuroimagen del espectro
alcohdlico ha detectado numerosas evidencias de una posible funcion
de la amigdala en la relacién entre el estrés y el alcoholismo. Estudios
estructurales y de analisis de la actividad de esta region cerebral han
sefialado su rol en la prediccion de problemas de consumo y patrones
de uso del alcohol (Hariri et al. 2009; Nikolova & Hariri 2012; Koob &
Volkow 2016; Nikolova et al. 2016; Mackey et al. 2018). El estrés
reciente podria incrementar el riesgo al uso o abuso del alcohol, ya que
las experiencias vitales traumaticas son “potentes moduladores” en
ambos circuitos neurales (Koob et al. 2007; Roozendal et al. 2009).
Artloth y colaboradores detectaron una mayor reactividad de la
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amigdala ante imagenes de rostros de naturaleza emocional neutra
asociada a una mayor carga de riesgo de las variantes comprendidas en
el modelo transcripcional de respuesta a estrés en el marco del trastorno
depresivo mayor. En la misma direccién, Nikolova y colaboradores
(Nikolova et al. 2016) detectaron en consumo problemaético de alcohol
en dos modelos de respuesta de la amigadala en combinacion con otras
regiones cerebrales, en el que uno de ellos mostraba una mayor
actividad de esta region cerebral ante imagenes de rostros de naturaleza
emocional neutra. Este modelo se ha relacionado con el consumo
problematico de alcohol a través de la ansiedad y la depresion. La
heterogeneidad en los resultados de distintos estudios comentados en
este parrafo, podria reflejar distintos mecanismos o ventanas de
desarrollo a través de la respuesta y exposicion a eventos estresantes
asociados al consumo de alcohol problematico. Las diferencias en los
tipos de estrés, predisposicion individual y otros factores de riesgo
confusores deben ser tenidos en cuenta.

Las limitaciones de este estudio se reflejan en la pequefia capacidad
predictiva predictiva. EI débil efecto inherente a regiones reguladoras
como los cis-eQTLS, sumado a un tamafio limitado de la muestra diana
empleada y al uso de una aproximacion transversal (MDD2 -
abuso/dependencia de alcohol) puede explicar la fragil sefial detectada.
Futuras aproximaciones incluyendo datos de dependencia de alcohol
(Schizophrenia Working Group of the PGC, 2014; Walters et al. 2018)
seran de gran interés. También es necesario considerar las limitaciones
asociadas a la retrospeccion en las aproximaciones que incluyen
informacion de trauma infantil, concepto ya desarrollado en la
discusion del tercer estudio de esta Tesis. Por ultimo, como sefialan
Arloth y colaboradores, aunque emplean un agonista selectivo del
receptor de glucocorticoides, no se puede descartar la respuesta
compartida con otros receptores esteroideos como el de
mineralocorticoides, por lo que no se puede excluir una importante
contribucion de otros receptores a esta cascada regulatoria
transcripcional.

El conocimiento de las vias neurobioldgicas que llevan a la
adiccion y al alcoholismo permanece todavia incompleto (Hancock et
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al. 2018). En este momento, el entendimiento del desarrollo y
regulacién transcripcional de la respuesta a estrés es limitado, pero
ofrece un importante punto de partida para dilucidar las relaciones entre
la exposicion a estrés y el desarrollo del alcoholismo. Las variantes que
cambian la respuesta transcripcional inmediata a estrés mediada por
glucocorticoides podrian tener un rol transversal en los trastornos
psiquiatricos relacionados con el estrés, por lo que futuras
investigaciones en esta misma direccion arrojaran mas luz a este posible
mecanismo molecular compartido.
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5.2 DISCUSION GENERAL
5.2.1 Arquitectura genética compartida

Desde la perspectiva generada gracias a los ultimos afios de
investigacion en genomica psiquiatrica, partiendo del articulo sefialado
de Purcell y colaboradores (Purcell et al. 2009), los modelos de riesgo
poligénico han jugado un papel clave en el esclarecimiento de la
genética comdn subyacente a distintos trastornos psiquiatricos. El
numero de estudios, metodologias y diversos enfoques empleados,
destacan en la literatura de los ultimos afios. El rapido crecimiento ha
permitido reconocer por primera vez entre los distintos trastornos
psiquiatricos la amplia carga poligénica extendida y el solapamiento
parcial de la genética de riesgo de un modo casi generalizado.

Las evidencias obtenidas permiten reconocer grupos de trastornos
méas ampliamente relacionados, como puede ser el caso de
esquizofrenia y trastorno bipolar, o diferenciados, como el conjunto de
trastornos de inicio en edad temprana (p.ej. trastornos del espectro
autista o trastorno por déficit de atencion e hiperactividad) y aquellos
trastornos de inicio en etapa juvenil o adulta (esquizofrenia o
depresion). El porcentaje de varianza explicada en la escala fenotipica
y las predicciones de riesgo logradas han ido mejorando en los ultimos
afios, como se ha comentado en la Introduccion de esta Tesis, y uno de
los mejores ejemplos del avance en el campo reside en el uso de datos
derivados del mega-analisis llevado a cabo en esquizofrenia en 2014
(Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium 2014; Bogdan et al. 2018). Del mismo modo que en la
Introduccion de esta tesis se ejemplifico con la esquizofrenia la
evolucion de los GWAS en psiquiatria, el progreso en el uso de modelos
de riesgo poligénico esta bien reflejado en el mismo trastorno (Bogdan
et al. 2018). A fecha de la publicacion de esta tesis doctoral, el nimero
de estudios que emplean datos de esquizofrenia desde una perspectiva
poligénica o de PRS asciende a varios cientos y el ritmo de publicacién
es frenético. Estos, utilizando distintos enfoques, se han centrado en
estudiar fenotipos relacionados: cognicién, la relacion con otros
trastornos o fenotipos psiquiatricos, la relacion con otras patologias no
mentales y otros fenotipos clinicos y no clinicos. Algunos de los
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ejemplos de fenotipos relacionados se basan en: el estudio de sintomas
(Fanous et al. 2012; Stepniak et al. 2014; Sengupta et al. 2017), el curso
del trastorno en sus distintas etapas vitales (Stepniak et al. 2014; Jones
et al. 2016), edad de inicio (Ahn et al. 2016), historia familiar (Agerbo
et al. 2015) o respuesta a tratamientos (comentada extensamente en el
subapartado “Traslacion a la clinica”).

Tras los estudios iniciales (Purcell et al. 2009; Cross Disorder
Group of the Psychiatric GWAS Consortium 2013), en los que se
detectd un solapamiento de la arquitectura poligénica de la
esquizofrenia con el trastorno bipolar y el trastorno depresivo mayor,
las PRS derivadas de GWAS de esquizofrenia han sido ligadas a un
gran numero de trastornos/fenotipos psiquiatricos: trastorno de estrés
postraumatico (Duncan et al. 2018), trastorno de ansiedad en
adolescentes (Jones et al. 2016), capacidades comunicativas (Riglin et
al. 2017; St. Pourcain et al. 2017), trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad junto a otros trastornos durante la etapa infantil
(ansiedad, trastorno negativista desafiante, depresion) (Nivard et al.
2017), trastorno obsesivo-compulsivo (Costas et al. 2016) (primer
estudio desarrollado en este proyecto de Tesis), uso y abuso de
sustancias (comentadas de forma extendida en el segundo y tercer
proyecto de Tesis), suicidio (Laursen et al. 2017), neuroticismo (Gale
et al. 2016) o subfenotipos/endofenotipos en trastorno bipolar y la
propia esquizofrenia (Allardyce et al. 2018; Bipolar Disorder and
Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium 2018).

En cognicion, algunos de los distintos estudios se centran en
cambios cognitivos dependientes de la edad (Mclntosh et al. 2013),
creatividad (Power et al. 2015), aprendizaje (Riglin et al. 2017),
inteligencia (Smeland et al. 2019) o rendimiento neurocognitivo
(Hatzimanolis et al. 2015).

Algunos de los fenotipos clinicos relacionados a nivel fisioldgico
cerebral estan basados en estudios imagen por resonancia magnética
funcional (Kauppi et al. 2015; Chen et al. 2018) o electrofisiologia
(Roussos et al. 2016; Liu et al. 2017). Por ultimo, la relacion con otras
patologias no psiquiatricas, interacciones o fenotipos no clinicos
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presenta una gran diversidad de ejemplos: indice de masa corporal
(Peterson et al. 2011), interaccion con complicaciones obstétricas
(Ursini et al. 2018), psoriasis (Yin et al. 2016) o urbanicidad (Paksarian
et al. 2017).

El porcentaje de varianza explicada varia en gran medida en las
distintas relaciones analizadas con segundos fenotipos, con valores
relativamente modestos en la mayoria de las aproximaciones (un gran
numero de aproximaciones no llegan a obtener resultados superiores al
1% y “rara vez” superan el 3%) (Bogdan et al. 2018). En general, las
PRS de esquizofrenia explican un mayor porcentaje de la varianza en
otros trastornos que con caracteristicas clinicas concretas y otros
fenotipos. En este aspecto, en el mismo sentido y como ha sido
comentado anteriormente, los trabajos aportados en esta tesis han
alcanzado valores relativamente altos al emplear PRS basados en
modelos de esquizofrenia, en comparacién con el resto de literatura
cientifica. EI nimero de estudios en otros trastornos distintos a
esquizofrenia, al igual que en el caso de GWAS, es menor y suelen tener
una menor potencia discriminatoria generalizada. Esto es debido a que
el mayor conocimiento y base genomica para el desarrollo de PRS
reside en el grado de desarrollo de los GWAS, mayor en el caso de
esquizofrenia. Pero en general, la vision actual es la de un amplio
solapamiento entre trastornos o rasgos histéricamente relacionados en
el ambito clinico y algunos hallazgos sorprendentes que desafian a la
visién nosologica clésica. De acuerdo con esta afirmacion, los
resultados obtenidos en los estudios de adicciones de esta tesis indican
las relaciones subyacentes con el resto de trastornos psiquiatricos
generales, a pesar de su separacion historica.

En el caso de los trastornos psiquiatricos y otras patologias
complejas, la heterogeneidad bioldgica inherente a la propia entidad
nosoldgica que describe un trastorno concreto podria estar eclipsando
parte del potencial de los modelos de riesgo poligénico. Esta
heterogeneidad podria estar afectando a las sefiales significativas de
GWAS asi como al resto de variantes estudiadas, perjudicando al
descubrimiento de sefiales significativas e incrementando el ruido
incluido en la estimacion de PRS. Ademas, la configuracion de
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muestras diana también puede estar influenciada por este aspecto. Sin
embargo, es necesario considerar siempre la inesperada complejidad de
la arquitectura genética subyacente de los trastornos, que puede
implicar un mayor esfuerzo investigador en ciertos casos (Sullivan et
al. 2018). Al considerar la heterogeneidad clinica y otras variables
como la inestabilidad diagnostica o comorbilidad como elementos
presentes en las muestras que configuran modelos de riesgo poligénico
surge una pregunta ¢en qué medida los resultados de solapamiento son
debidos a estas causas?

Los GWAS de mayor tamafio realizados en psiquiatria se basan en
distintos conjuntos de cohortes obtenidas a partir de registros clinicos y
colecciones de poblacién general. Los pacientes adheridos a los
distintos programas pueden mostrar diferencias sustanciales
subyacentes a pesar de un mismo diagnostico. En funcion del trastorno,
el efecto de estas diferencias puede ser de distinta magnitud y en
diferentes direcciones. Por ejemplo, aquellos individuos dependientes
de una sustancia que acuden a solicitar tratamiento clinico podrian
presentar una mayor carga psicopatoldgica respecto a aquellos
incluidos a partir de colecciones generales. Por lo tanto, estas
diferencias pueden dar lugar a resultados que no reflejan exactamente
las relaciones de la arquitectura geneética subyacente. A la hora de
admitir unas evidencias concretas, es necesario sopesar las posibles
diferencias en la conformacion de las muestras descubrimiento y diana,
que aunque definidas por el mismo fenotipo, podrian contener y reflejar
distintos origenes o caracteristicas clinicas. Existen un gran numero de
mecanismos que pueden ser controlados en este aspecto que ofrecen
oportunidades de mejora en las estimaciones: seleccion de fenotipos
mas concretos, seleccion de fenotipos mas extremos, seleccion de
super-controles o fenotipos intermedios con el fin de aclarar la
heterogeneidad del trastorno. Su utilidad se extiende en muchos
aspectos genéticos, llegando a jugar un papel relevante en procesos
traslacionales a la clinica (Breen et al. 2016; Gandal et al. 2016).

Recuperando el concepto de arquitectura genética compartida,
como ha sido comentado en la introduccidn, los métodos de analisis de
heredabilidad basada en chips de SNPs se han extendido a la estimacion
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de la correlacién de la genética comun entre parejas de trastornos
psiquiatricos (Smoller 2017). Los primeros pasos de relevancia,
basados en la iniciativa Cross-Disorder del PGC, detectaron distintos
patrones de correlacion entre patologias psiquiatricas (Cross-Disorder
Group of the PGC 2013 [b]). Otras aproximaciones han desentrafiado
la correlacién entre los cinco factores de la personalidad y las patologias
psiquiatricas (Lo et al. 2017), suméndose a otras iniciativas que, con
éxito, han ido descifrando las distintas relaciones entre trastornos y
rasgos mentales. Para tener una imagen mas global de estos distintos
grados de correlacidn, la base de datos LD Hub resume este compendio
de relaciones (Zheng et al. 2017).

La aproximacion llevada a cabo por Brainstorm Consortium
(Brainstorm Consortium 2018) es, hasta la fecha, uno de los mejores
ejemplos en la cuantificacion de la heredabilidad y correlacion genética
de los trastornos del cerebro. Incorporando un total de 265218 casos y
784643 controles, los investigadores analizaron 25 trastornos del
cerebro, incluyendo para cada uno de ellos meta-analisis de amplio
tamafio muestral. Los resultados principales se resumen en una
importante correlacion entre patologias psiquiatricas, mientras que los
trastornos neuroldgicos muestran mayores diferencias entre si'y con los
trastornos psiquiatricos (exceptuando la epilepsia). Ademas, los autores
demostraron la importante correlacion del neuroticismo, entre los
distintos factores de personalidad, con las patologias psiquiatricas y la
migrafia. Asimismo, se realizaron analisis incluyendo rasgos
fenotipicos potencialmente relacionados con las patologias del cerebro
(como habilidades cognitivas, rasgos psicoldgicos, inteligencia, etc.)
presentandose solapamiento en distintos grados (en mayor medida en
los trastornos psiquiatricos respecto a las patologias neuroldgicas). Este
estudio, aflade mayores evidencias de cara a cuestionar las fronteras
clinicas de los fenotipos psiquiatricos, ya que “no reflejan distintos
procesos patogénicos subyacentes” y sugiere una mayor interconexion
etiologica entre patologias psiquidtricas. Estos hechos estan
relacionados con los patrones de expresion global compartidos entre
distintos  trastornos psiquiatricos detectados por Gandal y
colaboradores. El nivel de comparticion de la desregulacion
transcripcional esta relacionado con el solapamiento poligénico entre
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trastornos, mostrando “vias de convergencia y especificidad molecular”
(Gandal et al. 2018).

5.2.2 Nosologia psiquiatrica

Los sistemas diagnosticos empleados en la clinica y la
investigacion psiquiatrica consideran los trastornos mentales desde una
postura de categorizacion, independencia y distincion tal y como ha
sido comentado en el primer apartado de la introduccion de esta Tesis.
Desde la perspectiva clinica y cientifica hay evidencias e interés en
resaltar el marco continuo general, en vez de categdrico, que rodea a las
distintas patologias (Kotov et al. 2017). A pesar de esto, diversos
autores coinciden en que la nosologia psiquiatrica es util (Caspi et al.
2014; Owen 2014), aunque imperfecta (Sanislow et al. 2010). Algunos
autores sefalan la existencia de “una crisis de confianza en la nosologia
psiquiatrica” (Caspi & Moffit, 2018). El sistema de clasificacién actual
deberia ser capaz de incorporar los avances del presente y el futuro
observados y previstos en la investigacion genémica en psiquiatria o
neurociencias (Kupfer et al. 2011). Los ultimos avances nos indican que
los efectos genéticos en las patologias psiquiatricas son poligénicos y
pleiotropicos (Insel et al. 2010; Robinson et al. 2016; Boyle et al. 2017,
Brainstorm Consortium 2018; Wray et al. 2018), poniendo en duda la
idea de que los trastornos psiquiatricos sean entidades discretas. A
continuacion seran discutidos distintos aspectos que atafian al futuro de
la nosologia psiquiatrica en su avance en paralelo a los resultados
aportados por la genética.

5.2.2.1 Factor general de la psicopatologia: Una vision
dimensional

Ante los resultados obtenidos mediante aproximaciones
poligénicas, inevitablemente surgen dos preguntas: ¢es sostenible esta
diferenciacion definida entre trastornos con las evidencias obtenidas
mediante investigacion genética? Y ¢podria existir una arquitectura
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nosoldgica integradora y global que mejore la prediccion de
susceptibilidad o riesgo?

La correlacidn genética entre trastornos previamente comentada se
suma a la correlacion existente a otro nivel de la estructura de la
psicopatologia: del espectro (Caspi et al. 2014). La correlacion entre
entidades clinicas incluidas en el espectro Externalizante y el
Internalizante es aproximadamente del 0,5 y, entre Internalizante y
“Trastornos del pensamiento” (Thought Disorders) la estimacion sube
al 0,6 (Wright et al. 2013). El espectro “Trastornos del pensamiento” es
un espectro que puede ser reconocido, segun los autores, como un tercer
espectro o como subdominio del espectro Internalizante (Keyes et al.
2013; Wright et al. 2013; Caspi et al. 2014). Este espectro, incluiria
aquellos trastornos del marco de las experiencias psicoticas, mania y
trastorno obsesivo-compulsivo. Dadas estas altas correlaciones
resultados basados en investigacion con gemelos, Lahey vy
colaboradores (Lahey et al. 2012) sugirieron la posibilidad de la
existencia de un factor psicopatologico general junto a los factores
Internalizantes y Externalizantes. Este factor psicopatoldgico general
resumiria desde una perspectiva general integradora subyacente la
proclividad de los individuos a desarrollar cualquier forma de
psicopatologia comun de la mano de causas Unicas de heredabilidad
para cada trastorno (Caspi et al. 2014). Caspi y colaboradores proponen
la existencia de un Factor Psicopatologico general al que denominan
“factor p”. Este factor, basado en una idea unidimensional, mejoraria la
explicacion aportada por la clasica jerarquia de los espectros
Internalizante, Externalizante, y “Trastornos del pensamiento” y se
situaria sobre ellas. Ademas, los autores concluyen que el “factor p” es
insuficiente para describir la estructura de la psicopatologia, ya que las
dimensiones Internalizante y Externalizante afiaden informacion mas
alla de la aportada por el “factor p” (Caspi et al. 2014). Esta dimension
une a todos los trastornos e influye sobre la presencia o ausencia de
cientos de sintomas psiquiatricos (Caspi & Moffit, 2018). Estos
sintomas son agregados en unas docenas de diagndésticos clasicos, que
a su vez se organizan en tres dominios generales: Internalizante,
Externalizante y “Trastornos del pensamiento”, integrados en el “factor
p”. Este factor tendria, segun diversos autores, la capacidad de mejorar
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el avance en el entendimiento de la base bioldgica de los trastornos
psiquiatricos con importantes implicaciones en la estructura de la
psicopatologia (Pettersson et al. 2015).

El “factor p” es analogo al “factor g”. Este segundo factor se refiere
a la estructura comun existente en el d&mbito de las habilidades
cognitivas que, pudiendo ser separadas en distintas categorias, muestran
un factor que resume o predice que aquellos individuos que realizan con
éxito un test cognitivo tenderan a realizar otro tipo de pruebas con un
éxito equivalente (Jensen 1998; Caspi & Moffit 2018).

Por ultimo, cabe indicar que estos autores han logrado comparar
las correlaciones genéticas de cuatro métodos diferentes con el fin de
examinar su posible contribucion o apoyo a la existencia de un “factor
p” genético en los principales trastornos psiquiatricos. Los cuatro
métodos se basaban en la estimacion de un componente principal que
apoyase la hipdtesis del “factor p” al analizar las correlaciones
genéticas entre los trastornos, calculadas mediante informacion clinica
familiar, GCTA y LDSC y una matriz de correlaciones de PRS. Todos
los trastornos presentaron un componente principal que informaba del
57, 43, 35, y 22% de la varianza respectivamente a cada una de las
cuatro aproximaciones (Selzam et al. 2018).

Estas aproximaciones permiten interpretar los resultados del
segundo estudio de esta tesis desde otra perspectiva mas integradora en
lo que a la estructura de la psicopatologia se refiere. Esta perspectiva
permite hipotetizar sobre el posible valor de las PRS basadas en
esquizofrenia como agente informador de esta dimension
psicopatoldgica superior, ya que existen importantes evidencias de que
valores extremos del “factor p” estan relacionados con los “Trastornos
del pensamiento” (Caspi et al. 2014). Estos valores pueden dar lugar a
trastornos psicoticos, por lo que validarian el uso de datos de GWAS de
esquizofrenia con el fin de generar modelos de riesgo predictores.
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5.2.2.2 EI DSM y las fronteras nosoldgicas

Los debates sobre la estructura nosoldgica y la aparicion de
modelos predictores que consideran nuevas estructuras nosologicas
superiores a la nosologia clésica se suman a la informacion derivada de
los grandes saltos dados por la genética psiquiatrica planteando la
siguiente cuestion: ¢existen fronteras entre trastornos psiquiatricos y
entre el trastorno y la variacion normal? Es evidente que el incremento
de descubrimientos que evidencian esa falta de fronteras nitidas aviva
el debate sobre la validez de la estructura nosoldgica actual.

El DSM, a pesar de haber avanzado hacia la consideracion de
entidades nosoldgicas espectrales en su ultima versién (American
Psychiatric Association, 2013), la estructura nosoldgica general no se
rige por ese esquema (Zachar & Kendler 2017; Smoller et al. 2018),
como se ha comentado en la introduccién. Aunque estas categorias
siguen siendo necesarias desde un punto de vista practico, revisiones
futuras deberan incorporar los nuevos conocimientos derivados de la
investigacion masiva llevada a cabo durante los ultimos afios,
fuertemente apoyados en la iniciativa PGC (Sullivan et al. 2018). Estos
no se reducen Unicamente a los resultado obtenidos mediante el estudio
de la variacion comun, sino que también estan reflejados en la variacion
rara y su papel en la hipétesis del continuo del neurodesarrollo (Owen
& O’Donovan 2017). En este sentido, como ha sido comentado en la
introduccion, aunque la hipétesis del neurodesarrollo ha tenido una
influencia en la investigacion de la esquizofrenia (Owen et al. 2011),
los resultados obtenidos a través de la genética psiquiatrica no han sido
trasladados a la estructura nosologica desde la perspectiva del continuo
del neurodesarrollo. Desde esta perspectiva espectral, el concepto
nosoldgico de los trastornos del neurodesarrollo deberia ser ampliado
para incluir las psicosis funcionales (Owen & O’Donovan 2017).

El proceso de incorporacion de la “nosologia genética” (junto a
otros biomarcadores) permitird al DSM evolucionar a través de distintos
modelos, como la iteracion epistémica. Segun las premisas que
acompafan a este modelo, se produciria una adquisicién reiterada y
secuencial de los nuevos datos y evidencias bioldgicas (Kendler 2009;
Kendler 2014; Smoller et al. 2018). Esta revision es un reto sustancial
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para la nosologia psiquiatrica, poco acostumbrada a la incorporacion de
biomarcadores. La situacién ideal desde esta perspectiva seria la de
asegurar una mejora en cada revision periddica de la nosologia, por lo
que solamente deberian ser incorporados aquellos elementos que
aseguren un mejor rendimiento de los criterios diagnosticos (Kendler
2009). Esta aproximacion progresiva/evolutiva deberia permitir
conocer mejor “la realidad de los trastornos psiquiatricos” y no se
comportaria de manera rupturista con la nosologia que hoy conocemos.
De todas formas, el debate estara presente en cada proceso, ya que las
nuevas medidas podran chocar con criterios descriptivos actuales
(Kendler 2014).

Otras opciones podrian basarse en un “giro mas radical” en el que
se presentaria una nosologia con una estructura de la psicopatologia
muy diferente a la actual (Smoller et al. 2018). Esta opcion, refundaria
la nosologia en opciones mas espectrales con categorias diagndsticas
dimensionales con umbrales bien definidos. En este sentido, los
desafios mas importantes que encara el DSM tienen que ver con la
vision espectral/dimensional o iniciativas como RDoC (Insel 2013;
Zachar & Kendler 2017; Smoller et al. 2018). En el caso de RDoC, sus
defensores confian obtener conocimiento de mecanismos causales con
mayor facilidad a traves de la iniciativa. RDoC buscaria emplear
categorias o constructos basados en la neurociencia cognitiva y
conductual, con la confianza de que esta estructura seria Gtil tanto en la
clinica como en la investigacion (Zachar & Kendler 2017).

Independientemente de la estrategia a seguir, la incorporacién de
informadores de riesgo o diagndsticos con base biologica, no deberia
constituir un inconveniente. EI proceso en si podria parecerse en gran
medida a la agregacion de nuevos sintomas o indicios en la nosologia
clasica.

En este sentido, los modelos de riesgo poligénico representan un
sistema de apoyo relativamente facil de incorporar que, ademas, han
tenido una importante magnitud en lo que al debilitamiento de las
fronteras entre patologias psiquiatricas se refiere. Los resultados de esta
tesis son un paso mas en el camino llevado a cabo en el proceso de
aclarar la arquitectura subyacente y su relacién con la estructura de la
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psicopatologia mediante el empleo de la variacion genética comun. Sin
embargo, el proceso a la hora de buscar mejoras en la nosologia y su
aplicacion, debera buscar méas alla de la variacion comdn o la gendmica
en si, ya que deberd apoyarse en distintas aproximaciones
(neuroimagen, bioquimica o registros de dispositivos electronicos). La
genética de forma aislada podria aportar algunos mecanismos utiles
para la nosologia, pero esperar de ella un cambio radical podria ser
erroneo. Echando la vista atrés, el proceso de avance en gendmica
psiquiatrica ha sido un proceso gradual en el que no se han presentados
cambios radicales que pudieran suponer un cambio de paradigma.
Aunque puedan surgir dudas respecto al grado de “especificidad de
trastorno” de estas herramientas (p. ej. la pleiotropia extendida en parte
de los descubrimientos genéticos), éstas no deberian diferir mucho de
las que surgen en el proceso de agregacion de un mismo sintoma a
varios trastornos.

5.2.3 PRS: Mejoras y futuro

La estrategia poligénica ha llegado a consolidarse en los Gltimos
afos, pero todavia queda margen de mejora de estas estimaciones de
PRS. Parte del progreso dependera de la generacion de nuevos datos y
otra parte se apoyard en mejoras metodolégicas o refinamientos que
permitiran el esclarecimiento de las relaciones entre trastornos.

La dependencia del poder predictivo de PRS respecto al tamafio
muestral de estrategias GWAS indica la importancia de incrementar su
tamafio. En este sentido, un gran numero de iniciativas globales
prometedoras cumplirdn un papel de referencia en este progreso. La
iniciativa PGC, con la liberacion secuencial de las nuevas fases de
GWAS crecientes en el nimero de individuos involucrados permitira
afinar todavia mas esta aproximacion (Sullivan et al. 2018). En este
refinamiento y aumento de potencia jugaran un papel decisivo las
cohortes de gran tamafio de iniciativas nacionales como el UK Biobank
(Bycroft et al. 2018) o el programa “All of US” del NIH (Precision
Medicine Initiative Working Group 2015). Ademas, los biobancos
nordicos asi como iniciativas centradas en otras poblaciones (BioBank
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Japan o China Kadoorie Biobank) arrojaran también algo més de luz.
La accesibilidad a los datos obtenidos mediante estas estrategias
marcard también el ritmo de mejora, donde estrategias de “ciencia
abierta” seran con probabilidad aquellas que mas rapido permitiran
traducir el progreso en la prediccion de riesgo genético. El avance,
como se ha comentado antes, es frenético. Algunos de los ejemplos mas
recientes obtenido gracias a la mejora de las PRS, es la rapida evolucion
en el esclarecimiento de la arquitectura genética. Esta puede resumirse
en la multiplicacion de loci significativos en trastorno depresivo mayor
alcanzando 102 sefiales (Howard et al. 2019), el analisis de 1,2 millones
de individuos que contribuyen a nuevos conocimientos sobre la
etiologia genética del consumo de tabaco y alcohol (Liu et al. 2019),
los resultados que demuestran el peso de la variacion comun en
trastornos del neurodesarrollo que histéricamente han sido considerado
monogeénicos (Niemi et al. 2018), los trabajos e iniciativas centradas en
la gendmica de neuroimagen como ENIGMA o resultados derivados de
UK Biobank (Bearden & Thompson 2017; Elliot et al. 2018) o la
capacidad de diseccionar la heterogeneidad de los trastornos mediante
el uso de PRS (Bipolar Disorder and Schizophrenia Working Group of
the Psychiatric Genomics Consortium 2018; Grove et al. 2019). Los
ejemplos se extienden rapidamente durante los Gltimos afios, donde el
esfuerzo colaborativo y la bajada de costes estan dando sus frutos y el
poder acceder a las estadisticas resumen daran un nuevo impulso a los
modelos de riesgo poligénico.

Los modelos de riesgo poligénico, aunque han respondido
irregularmente en la busqueda de la heredabilidad perdida/escondida
(Wray & Maier 2014), no han cubierto todo el rango esperado. Aunque
el de fin esta aproximacién no es esclarecer esta parte de la
heredabilidad, si cumplen un papel relevante. La “heredabilidad todavia
perdida” puede estar causada por diversos motivos que se relacionan o
afectan a la aproximacion poligénica: una sobrestimacion de la
heredabilidad basada en estudios de gemelos y familiares, la existencia
de variantes no cubiertas por los SNPs comunes y la heterogeneidad de
la enfermedad y las muestras empleadas (Manolio et al. 2009; Tenesa
& Haley 2013; Wray et al. 2014; Wray & Maier 2014; Tropf et al.
2017). Estos factores afectan también a otros aspectos y clases de
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estudios de los trastornos complejos en general. Desde la perspectiva
de crecimiento se espera una mayor capacidad explicativa de las PRS
en las escalas de predisposicidn, pero este crecimiento alcanzara el
plateu. Con el fin de mejorar el entendimiento de las patologias y
rellenar parcialmente el hueco de “heredabilidad todavia perdida”,
existen multiples estrategias. Una de ellas es emplear la correlacion
genética subyacente a los trastornos psiquiatricos, en los que
aproximaciones como MTAG (Turley et al. 2018) podrian mejorar las
estimaciones del efecto de las variantes analizadas mediante la
incorporacion de la informacion genética de otros rasgos. Como se ha
comentado a lo largo de esta tesis y como elemento de estudio de la
misma, la estimacién de PRS puede mejorarse empleando esta genética
combinada. En el caso de MTAG, las expectativas tedricas son de
incrementar hasta un 25% la capacidad predictiva de las PRS. Otra
opcion de mejora se basa en el uso de cohortes longitudinales y la
“interaccion PRS x ambiente”, donde los modelos de riesgo poligénico
pueden ser de gran utilidad y seran incluidos en distintas iniciativas
(Wray et al. 2014; Smoller et al. 2018; Sullivan et al. 2018).

Por altimo, para comprender la capacidad predictiva de las PRS y
su traslacion clinica, un buen ejemplo reside en el trabajo de Khera y
colaboradores (Khera et al. 2018). En este trabajo, los autores logran
generar PRS equivalentes a las estimaciones de riesgo de mutaciones
monogénicas de gran efecto. A continuacion se desarrollard
extensamente el potencial de las PRS en este aspecto.

5.2.4 Traslacién a la clinica de las PRS

El objetivo final de la investigacion en genética de enfermedades
complejas resultados al &mbito clinico (Wray et al. 2018). Ademas, el
conocimiento comunes es trasladar sus adquirido puede ser empleado
como herramienta de prevencion en el &mbito clinico. Algunos de los
distintos atractivos de la implementacion de los modelos de riesgo
poligénico en la clinica residen en la facilidad de calculo y
almacenamiento de datos, la estabilidad predictiva durante la vida del
individuo, la posibilidad de permitir la prediccion de la enfermedad con
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gran antelacion al inicio de la mismay el coste-efectividad (Chaterjee
et al. 2016; Lewis & Vassos 2017). El incremento de sefiales
significativas detectadas por GWAS vy los avances proporcionados
mediante aproximaciones poligénicas tienen diversos potenciales en el
campo de los trastornos mentales. Poniendo el foco en el valor de las
PRS en psiquiatria, este sub-apartado busca resaltar el posible papel a
jugar por estas herramientas, su comparacion con otros campos de la
Medicina y los posibles contratiempos y dificultades en su posible
traslacion.

Torkamani y colaboradores (Torkamani et al. 2018) establecieron
en su revision tres grandes categorias que resumen la utilidad de las
PRS en la intervencion clinica: (1) intervencion terapéutica informada
por PRS, (2) monitorizacién de la enfermedad informada por PRS y (3)
la planificacion vital basada enlas PRS. En la primera de las
aplicaciones, las PRS podrian jugar un papel en la seleccion de
intervenciones para un manejo de la enfermedad individualizado.
Numerosos estudios han mostrado la utilidad de las PRS en el &mbito
de la enfermedad coronaria de manera independiente de la historia
familiar, identificando individuos de riesgo que recibieron tratamientos
con estatina (Mega et al. 2015; Torkamani et al. 2018). En el caso de
monitorizacién de la enfermedad con el uso de PRS los puntos clave
residen en la capacidad de decidir el inicio del monitoreo del paciente
0 en la interpretacion de los resultados de los mismos. Los mayores
avances en esta direccion han sido realizados en cancer de mama o
cancer colorrectal. Otras aplicaciones podrian residir en el rol de
interpretacion de falsos positivos en controles de cancer de prostata
(Torkamani et al. 2018). Por ultimo, la utilidad preventiva general de
las estimaciones de riesgo con el fin de evitar actividades u otros
factores de riesgo vitales.

5.2.4.1 Traslacién en el &mbito de la psiquiatria

En psiquiatria, todavia estamos a varios afos de distancia de la
aplicacion de modelos de riesgo poligénico en la practica clinica
(Zheutlin & Ross 2018). La naturaleza de las patologias psiquiatricas
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inherente a su arquitectura genética molecular dificulta la optimizacion
de estrategias de intervencién a corto plazo. Los tratamientos
farmacoldgicos conforman parte de las distintas estrategias clinicas
iniciales, por lo que la deteccion de individuos o grupos de pacientes
con caracteristicas de respuesta a fArmacos concretas representa uno de
los intereses principales. En este marco, varias aproximaciones se
enfocaron en analizar la posible capacidad predictiva de las PRS en la
respuesta a tratamientos con antipsicoticos (Frank et al. 2015;
Wimberley et al. 2017; Li et al. 2018). La deteccion de pacientes
resistentes a antipsicéticos clasicos o de segunda generacién es una de
las metas a alcanzar en esquizofrenia, ya que aproximadamente un 30-
40% de los individuos no responden al tratamiento (Conley & Kelly
2001). Los estudios de Frank y colaboradores (2015) y Wimberley y
colaboradores (2017) emplearon modelos de riesgo poligénico para
detectar individuos con esta condicién, ya que utilizaron registros de
terapia con clozapina como informacion de resistencia a tratamiento.
Los primeros detectaron diferencias entre aquellos individuos con
resistencia al tratamiento y aquellos que nunca habian recibido
tratamiento con clozapina, pero los resultados de los segundos no
consiguieron replicar los resultados (el tamafio muestral era ligeramente
menor en el estudio de resultados negativos). Li y colaboradores (2018)
emplearon modelos de riesgo poligénico en relacion con la respuesta
clinica a la lurasidona en pacientes con esquizofrenia cronica, con el fin
de detectar biomarcadores dtiles para predecir la respuesta a
antipsicdticos atipicos. Si la deteccion de individuos que responden al
tratamiento mediante prediccion de riesgo genético es posible, la ratio
existente entre beneficio y riesgo asociado a este tipo de medicaciones
podria mejorar.

Al poner el foco en la prediccion de la eficacia de antidepresivos,
algunos de los estudios mas recientes emplean distintas estrategias con
este fin (Garcia-Gonzalez et al. 2017; Amare et al. 2018; Ward et al.
2018). La respuesta positiva a la primera aproximacion farmacoldgica
suele presentarse aproximadamente en el 40% de las muestras, por lo
que la estratificacién de pacientes en funcion del tratamiento idéneo
mediante PRS es una de las metas a perseguir. El estudio de Garcia-
Gonzalez mostro resultados negativos en este sentido tras emplear en
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su estudio muestras de siete trabajos enfocados a la farmacogenética.
Los resultados fueron negativos tanto al intentar predecir mejora o
remision de sintomas depresivos mediante PRS generadas a partir de
dos muestras de respuesta farmacoldgica, como al analizar la capacidad
predictiva de los sintomas de PRS generadas a partir de GWAS de
esquizofrenia o trastorno depresivo mayor. Amare y colaboradores
estudiaron, en dos cohortes independientes, la prediccion poligénica de
la respuesta al tratamiento del trastorno depresivo mayor mediante
inhibidores selectivos de la re-captacion de serotonina. Los modelos
poligénicos, basados en los cinco principales factores de la personalidad
detectaron resultados significativos al predecir respuestas al tratamiento
al emplear datos basados en neuroticismo, apertura o responsabilidad.
Estos resultados indican el potencial uso de modelos poligénicos
basados en los principales factores de la personalidad “combinados con
otra informacidn clinica predictiva”. Por Gltimo, Ward y colaboradores,
meta-analizando los resultados obtenidos en distintas cohortes con la
generacion de PRS, buscaron analizar la capacidad predictiva de
modelos basados en trastorno depresivo mayor y neuroticismo en el
marco de la respuesta a antidepresivos. Los resultados, aunque
estadisticamente inconsistentes, mostraron indicios de la probable
utilidad de estos modelos.

La posible utilidad de la variacion genética comun en el ambito de
los tratamientos farmacoldgicos en psiquiatria no estd cefiida
unicamente a los modelos de riesgo poligénico, sino que los propios
GWAS conforman una de las herramientas de mayor peso a la hora de
detectar posibles nuevas dianas farmacoldgicas (Breen et al. 2016;
Gandal et al. 2016). Desde una perspectiva distinta a la de las PRS y su
probable papel en la estratificacion farmacoldgica de pacientes, los
GWAS son una de las herramientas con mayor peso a la hora de iniciar
la traslacion de los resultados genémicos a la farmacologia.

La deteccidon poligénica de pacientes “extremos” podria tener
importantes implicaciones en el curso de la enfermedad, ya que podrian
evitarse recidivas mejorando la evolucion del paciente en distintos
aspectos clinicos y sociales. Distintos trabajos han analizado el
potencial de las PRS en el primer episodio psicotico (Vassos et al. 2017;
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Sengupta et al. 2017; Zhang et al. 2019). Vassos y colaboradores
lograron detectar diferencias significativas entre aquellos individuos
que acabaron desarrollando esquizofrenia de aquellos en los que se
desarrollaron otros trastornos psicoticos, pero la precision en la
discriminacion fue relativamente baja. Sengupta y colaboradores
analizaron dimensiones de sintomas, detectando una correlacion
positiva entre PRS y la dimension general de psicopatologia pero no
con los sintomas positivos o0 negativos cuantificados por separado.
Ademas, los autores demostraron la importancia de los cambios
dindmicos de los sintomas con el paso del tiempo a la hora de afinar la
relacion entre factores genéticos y fenotipos. Por Ultimo, Zhang y
colaboradores predijeron una menor respuesta a antipsicéticos en
aquellos individuos con una mayor carga de riesgo a sufrir
esquizofrenia. EI empleo de estos modelos en el contexto de posible
aplicacion en la atencién temprana podria ser clave en las etapas
prodromicas de la esquizofrenia, Ademas, las PRS generadas podrian
llegar a tener aplicaciones a la hora de estimar el grado de cronicidad
de la patologia y la frecuencia de ingresos hospitalarios (Meier et al.
2016).

La extension de estas herramientas potenciales a otros trastornos
psiquiatricos puede ser posible. Por ejemplo, en trastorno bipolar, es
probable predecir mayores sintomas psicoticos a partir de modelos
basados en esquizofrenia o trastorno bipolar (Bipolar Disorder
and Schizophrenia Working Group of the Psychiatric Genomics
Consortium 2018). Como se ha sefialado en la discusion individual del
proyecto de trastorno obesivo-compulsivo, su posible papel
estratificador de pacientes con el fin de detectar subgrupos con
necesidades y caracteristicas clinicas concretas podria implicar una
potencial utilidad en individuos con el trastorno. La deteccion de estos
pacientes a corta edad podria implicar una importante mejora en el
prondstico y el manejo del paciente.

Futuros estudios deberan emplear aproximaciones combinando
informacion genética comun, basada en modelos poligénicos, y
variantes raras de gran efecto, como las CNVs (Bergen et al. 2019). La
relacion existente entre estas dos clases de variantes estd comenzando
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a elucidarse gracias a trabajos que ahondan en analisis combinados en
esquizofrenia, trastorno por deficit de atencion e hiperactividad y
trastornos del espectro autista (Martin et al. 2015; Tansey et al. 2016;
Weiner et al. 2017; Bergen et al. 2019).

El beneficio de las PRS en la clinica es que pueden sumarse y
unirse a algoritmos predictivos mas complejos (Suvisari et al. 2018).
Aunque prometedoras, las PRS requieren un importante desarrollo
previo a su implantacién (Smoller et al. 2018). Una aproximacion
interesante a la hora de aplicar los modelos de riesgo poligénico en la
clinica se basa en la union de efectos de diferentes factores predictores
(Chaterjee et al. 2016). Estos modelos combinados, como se ha
mostrado en el tercer estudio de esta Tesis, tienen un futuro de gran
interés en psiquiatria, dado que la incorporacion de distintos tipos de
informacion externa podria mejorar el poder predictivo. La
modelizacion conjunta es importante, ya que la historia familiar es de
gran importancia, considerando que las PRS solamente pueden explicar
una fraccion del riesgo a la enfermedad asociado a la historia familiar.
Aun asi, su éxito radica en parte en una mayor especificidad de
individuo, diferenciando entre individuos de una misma familia. Como
Chaterjee y colaboradores indican, la historia familiar suele presentarse
como una variable binaria, por lo que la inclusion de historia familiar
mas extendida o detallada (incluyendo edad de inicio entre otros
elementos clinicos informadores) podria mejorar la capacidad
predictiva. En esta misma direccién, los datos recogidos en la segunda
fase del estudio de adicciones incluyeron un gran nimero de variables
clinicas del individuo afecto y sus familiares. La implementacion y
proyeccion de estos modelos es ya una realidad en distintos tipos de
cancer. En cancer de mama, un estudio (Mavaddat et al. 2015), que
incluia informacion genética basada en 77 variantes logro, de manera
conjunta con la historia familiar, una importante estratificacion de
individuos en funcién del riesgo individual, superior a la lograda
empleando Unicamente predictor no genético. Esta aproximacion fue
mas efectiva que el criterio basico de estratificacion empleado en los
mecanismos de cribado mediante mamografias, basado en la edad
(Burton et al. 2013). Resultados en la misma direccion han sido
mostrados en el caso del cancer colorrectal, en el que un trabajo mostro
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un impacto sustancial en la prediccién de riesgo combinando modelos
de riesgo basados en 27 SNPs, historia familiar y datos derivados de
endoscopia. Este trabajo logr6 mejorar las anteriores recomendaciones
clasicas de edad de inicio de tests de cribado (Hsu et al. 2015). Aunque
con menor capacidad predictiva, también existen ejemplos en
psiquiatria (Lu et al. 2017). Este estudio ya comentado en la tercera
discusioén individual de esta Tesis, empled datos de registros nordicos
para la integracion de datos de historia familiar y variantes comunes
estableciendo un posible uso futuro de interés en el espectro psicotico.

5.2.4.2 Implementacién clinica de las PRS en psiquiatria:
Implicaciones éticas, barreras y dificultades

El potencial uso de las PRS en la mejora de los resultados
clinicos en pacientes de una amplia variedad de patologias presenta
importantes desafios éticos, clinicos y cientificos (Wray et al. 2013).
Parte de los mismos son exclusivos de esta clase de herramienta
genética, pero en su mayoria son comunes a las dificultades asociadas
al diagnostico y consejo genético: implicaciones para miembros de la
misma familia, estigma, confidencialidad y privacidad, comunicacion e
interpretacion de los resultados (Hoge & Appelbaum 2012).

Desde el punto de vista genético, las PRS aportan una imagen
parcial del riesgo a desarrollar el trastorno. La informacién cubierta por
esta herramienta serd de gran utilidad, pero implicard un conocimiento
incompleto del riesgo total. Esta situacién se ve incrementada en
aquellos trastornos psiquiatricos sindromicos, donde el peso de la
variacion comun capturada por GWAS y constituyente de los modelos
poligénicos representa una fraccion menor. La ratio coste-beneficio es
clave para la implantacion y desarrollo de las distintas herramientas
gendmicas en el ambito clinico. El debate sobre la estrategia gendmica
a seguir, PRS vs WGS, deberia ser aplazado al punto en el que la
aproximacion de secuencia completa represente un coste-beneficio
asumible por los sistemas de salud.
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La “medicina poligénica” supondra un cambio importante en la
genética clinica, ya que requerira una transformacion desde una
medicina méas acostumbrada a trabajar en el campo de trastornos raros
(Lewis & Vassos, 2017): el paso de un sistema bivariable a uno
continuo. Las PRS en el percentil superior serian indicadoras de riesgo,
no conformarian un pronostico definitivo. El reto en la psiquiatria actual
no es la clasificacion de casos vs controles, sino que esta enfocada a la
deteccion de subconjuntos de individuos con el fin de mejorar su
trayectoria clinica (Kapur et al. 2012). Por lo tanto, es necesario poner
el foco en los cambios necesarios en la practica clinica, en la que seran
necesarias nuevas capacidades en la comprension de métricas de riesgo
mas dinamicas y complejas. Existen multiples ejemplos de falsa
dicotomia en la relacion entre variantes deterministas en enfermedad de
tipo familiar y el riesgo poligénico probabilistico (Torkamani et al.
2018). Algunos modelos de riesgo poligénico modifican o sefialan en la
direccidn contraria respecto a la historia familiar o variantes genéticas
raras de gran efecto en el mismo individuo en cancer de mama u ovario
(Gaudet et al. 2013; Kuchenbaecker et al. 2017). Ademas, los sistemas
sanitarios deberan adaptarse a nuevos factores éticos y legales en la
adopcion de nuevos programas de estratificacion con informacion
genética. La rapida evolucion de la gendmica psiquiatrica requiere una
rapida respuesta del conjunto de profesionales clinicos y legisladores
para la conformacion de un escenario adaptado a los nuevos retos
bioéticos (Ward et al. 2019).

La formacion para clinicos y el publico general implicaria la
apropiada percepcion del riesgo asi como una mejor interpretacion
individual y social de los resultados (Chaterjee et al. 2016; Lewis &
Vassos, 2017; Schork et al. 2018; Torkamani et al. 2018). Para lograr
esta meta, ademas de la formacion, seran necesarias estrategias y
herramientas de comunicacion de riesgos (Chaterjee et al. 2016;
Torkamani et al. 2018). La interpretacion del riesgo y de conceptos
estadisticos asociados es una dificultad intrinseca de las PRS a las que
debera adaptarse la comunicacion clinico-paciente. En el proceso de
mejora de la prediccion de riesgo de los modelos de riesgo poligénicos
surgiran nuevas necesidades en la relacion médico-paciente, como
aquellas centradas en la prevencion del impacto psicosocial de los
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resultados de estas pruebas (Torkamani et al. 2018). La mala
interpretacion de los hallazgos por parte del paciente puede llegar a
tener importantes implicaciones a nivel de adherencia al tratamiento,
estigmatizacion y discriminacion. La informacion derivada de la
investigacion cientifica que llega a la poblacién general suele implicar
importantes simplificaciones y exageraciones con el fin de incrementar
la atencion del publico (Caulfield & Condit 2012). Ademas, el mayor
conocimiento del papel jugado por los factores genéticos en los
trastornos mentales esta frecuentemente asociado a interpretaciones
erroneas deterministas y esencialistas (Kong et al. 2017). Esta posible
sesgo en la interpretacion de los resultados genéticos, puede implicar
una peor interpretaciéon con importantes implicaciones a nivel de
individuo y su entorno social y familiar, por lo que la transmision de los
resultados debera considerar esta posible situacion. Los resultados
genéticos pueden tener, junto a otras “explicaciones biolégicas” de la
enfermedad, connotaciones negativas en diversos aspectos debido al
reduccionismo y las creencias deterministas, afectando incluso a la
percepcion del clinico (Lebowitz & Ahn 2014). También pueden surgir
actitudes de tolerancia, de gran interés siempre que no residan en un
sentimiento determinista subyacente, actualmente en boga en distintos
contextos cientificos con impacto en la sociedad de consecuencias
imprevistas (Comfort 2018). Por lo tanto, podria afirmarse que existe
cierta dualidad en las consecuencias, con impactos que pueden ser
positivos con la correcta interpretacion y transmision.

Esta dualidad “beneficio-riesgo” puede ser observada en otros
escenarios, como en el consejo genético en menores tanto en etapa
infantil como adolescente. Debido a la herencia compleja de los
trastornos psiquiatricos, la informacion obtenida mediante PRS podria
ser Util con el fin de eludir riesgos ambientales conocidos durante esta
etapa de desarrollo (ademas de los beneficios intrinsecos a la atencion
temprana comentados previamente).

Al mismo tiempo, surgen importantes inquietudes respecto al
potencial uso de las PRS en el marco prenatal, donde podrian tener
importantes propositos eugenésicos (Gronowski et al. 2014). Este
riesgo se ve incrementado en la etapa actual, en la que la
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comercializacion de tests genéticos dirigidos directamente al
consumidor por parte de grandes empresas podria incrementar la
intolerancia de cara a los trastornos mentales y rasgos relacionados, ya
que parte de estos tests comienzan a estar enfocados al cribado prenatal.

Una de las limitaciones mas importantes en la implantacién
normalizada del uso de modelos poligénicos predictivos en la sanidad
global reside en la observacion de que actualmente su valor predictivo
es mucho mayor en individuos de ascendencia europea en comparacion
con otras poblaciones humanas. La comunidad cientifica ha reconocido
ampliamente la sobrerrepresentacion de participantes de ascendencia
europea en la investigacion de la genética humana (Rosenberg et al.
2010; Bustamante et al. 2011; Dalvie et al. 2015; Popejoy & Fullerton
2016; Morales et al. 2018). Aproximadamente, en la actualidad, el 78%
de los participantes en GWAS presentan ascendencia europea, aunque
representan el 16% de la poblacién global (Morales et al. 2018). La
mejora en la representacion de individuos no europeos es ligeramente
notable, respecto los datos del 2009, donde la representacion estaba
reducida al 4% de los participantes en GWAS (Bustamante et al. 2011).
El incremento de diversas poblaciones es un reto que la investigacion
genética en psiquiatria ha considerado priorizar (CONVERGE
Consortium 2015; Duncan et al. 2017), ya que existen mdultiples
evidencias de la mayor capacidad predictiva en europeos respecto a
poblaciones no europeas empleando modelos de riesgo basados en
grandes GWAS (Li et al. 2017; Vassos et al. 2017; Wedow et al. 2018).
La genética de poblaciones prevé que la precision en la prediccion de
riesgo genéetico decaera con el aumento de la divergencia genética entre
la muestra original de GWAS y la diana (Scutari et al. 2016, Torkamani
et al. 2018). Empiricamente, las PRS rinden mucho mejor en
poblaciones europeas, ya que su precision en la prediccion se reduce de
2 a 5 veces en poblaciones del este asidtico o de origen africano
respectivamente (Martin et al. 2019). Cuando se emplean estudios
basados en poblaciones no europeas, a pesar de representar solamente
una fraccion del tamafio de los conjuntos europeos, su capacidad
predictiva se incrementa: Li y colaboradores (Li et al. 2017) mostraron
un incremento del 260% en la prediccion empleando una muestra con
un tamario del 20% respecto a la muestra de mayor tamafio disponible
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(Schizophrenia Working Group of the PGC 2014). Desde un contexto
evolutivo, las poblaciones europeas presentan cierto empobrecimiento
en la diversidad genética entre la ascendencia europea respecto a la
africana, por lo que las caracteristicas poblacionales también estan
capturadas en los GWAS. El efecto de la seleccidn, la deriva o los
efectos ambientales son causas potenciales en estas diferencias en los
resultados en el marco de la multi-etnicidad.

Aunque parte de este problema podria paliarse con mejoras
metodoldgicas, una de las principales soluciones reside, basicamente,
en aumentar el esfuerzo inversor en GWAS de poblaciones no europeas
(H3Africa Consortium 2014). Esta solucion es costosa, lenta y
compleja. En psiquiatria, se estan realizando esfuerzos para mejorar e
incrementar la diversidad genética que ademas apoyan el intercambio
de datos. Iniciativas como Stanley Global Neuropsychiatric Genetics
Initiative buscan paliar esta situacion (Sullivan et al. 2018). Hasta ahora
las aproximaciones multiétnicas son escasas, por lo que el avance hasta
la fecha es limitado (Duncan et al. 2017; Walters et al. 2018). Desde el
marco de la sanidad espafiola el problema es menor, ya que la estructura
étnica de la poblacién presenta una mayor representacion de individuos
de origen europeo. Pero en el marco global la situacion es otra. Para
poder desplegar el uso de las predicciones de riesgo poligénico en
regiones con alta diversidad o con representacion principalmente no
europea, es necesario equilibrar, poco a poco, la balanza. El déficit
actual debe ser considerado desde la perspectiva de la sanidad global,
ya que el calculo de este desequilibrio es necesario para la estimacion
de su impacto a corto-medio plazo (Martin et al. 2019). Las
oportunidades de mejora basadas en las PRS en la sanidad global y la
psiquiatria en pacientes de distintas poblaciones deben paliar las
disparidades en la salud mundial, no incrementarlas.
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6. CONCLUSIONES

1. Losanalisis de riesgo poligénico compartido entre esquizofrenia
y trastorno obsesivo-compulsivo representan la primera
evidencia descrita de una arquitectura genética solapante entre
ambos trastornos. Esta susceptibilidad genética comdn podria
ser parcialmente responsable de la frecuente comorbilidad entre
ambos trastornos.

2. El solapamiento poligénico subyacente detectado entre
esquizofrenia y trastorno obsesivo-compulsivo se incorpora al
debate nosolégico sobre la validez de un subtipo de pacientes
esquizo-obsesivos. Las puntuaciones de riesgo poligénico
podrian ser Gtiles en la deteccidn y estratificacion de pacientes
que, siendo diagnosticados con uno de los dos trastornos,
podrian pertenecer a un subconjunto clinico mas especifico y
homogéneo.

3. Los analisis de las relaciones de los principales trastornos
psiquiatricos con el trastorno por abuso o dependencia de
sustancias confirman y amplian las observaciones previas que
buscan desentrafiar la susceptibilidad genética compartida. De
los seis trastornos analizados, el que comparte una
predisposicion genética significativa es la esquizofrenia. El
solapamiento poligénico de los cinco trastornos restantes,
aunque significativamente menor, se ve reflejado en los
resultados obtenidos mediante el uso de una muestra conjunta
que engloba cuatro de ellos.

4. La susceptibilidad genética compartida entre la esquizofrenia y
el trastorno por abuso o dependencia de sustancias no es debida
a la comorbilidad psiquiatrica en la muestra diana. El nivel de
pleiotropia detectado es considerable, encontrdndose entre los
valores mas altos descritos en la literatura cientifica hasta la
fecha.
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En el conjunto de pacientes con abuso o dependencia al alcohol,
las mujeres muestran una mayor carga poligénica de
predisposicion respecto a los hombres. Estas diferencias podrian
reflejar la mayor presion social en contra del consumo excesivo
de alcohol en mujeres.

La evaluacién de la capacidad predictiva de la modelizacion
combinada de factores de riesgo conocidos junto a puntuaciones
de riesgo poligénico sefiala la posible utilidad de la prediccion
genética en el &mbito de los trastornos mentales. El incremento
predictivo aportado por las puntuaciones de riesgo, aungue no
redundante, estd limitado por el conocimiento parcial de su
arquitectura genética. EI uso de nuevas muestras
descubrimiento, basadas en resultados de nuevos y futuros
mega-analisis, permitird mejoras predictivas.

Los resultados predictivos de las puntuaciones de riesgo
generadas en la muestra diana a partir de datos combinados de
esquizofrenia y alcoholismo, evidencian el valor del uso
conjunto de fenotipos psiquiatricos relacionados genéticamente
frente a la capacidad predictiva de un modelo basado
Unicamente en datos de alcoholismo.

Los andlisis de correlacion entre puntuaciones de riesgo
poligénico y variables clinicas de riesgo conocidas, acreditan la
relacion subyacente. La mediacion detectada entre variables
parece ser pasiva en el caso de la negligencia emocional
traumatica sufrida en la infancia y activa en el marco de los
factores de la personalidad, observada en neuroticismo y
responsabilidad.

Los resultados exploratorios obtenidos mediante un modelo
poligénico basado en la seleccidon de variantes asociadas a la
respuesta a estrés, sefialan la posible relacion entre el riesgo a
desarrollar alcoholismo y las diferencias individuales en la
cascada transcripcional inmediata como respuesta al estrés
agudo. Asimismo, estos resultados indican la dificultad de
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esclarecer los mecanismos biologicos funcionales en el marco
de la poligenicidad extendida.

Los modelos de riesgo poligénico sefialan, desde una
perspectiva general, hacia una arquitectura compartida entre
trastornos psiquiatricos, basada en un importante componente
poligénico y con un importante pleiotropismo extendido méas
alld de las fronteras nosologicas entre trastornos. Estos
resultados deberdn ser considerados en la evaluacion de la
estructura nosoldgica actual y la vision dimensional de la
misma.

La traslacion a la clinica de las puntuaciones de riesgo
poligénico debe estar, en principio, enfocada a la estratificacion
de individuos en grupos més homogéneos en funcion de su
riesgo genético con el fin de mejorar su manejo y pronostico
clinico, no al diagnéstico individual. El progreso en la capacidad
predictiva podria tener importantes implicaciones éticas y
terapéuticas en el marco de los trastornos mentales.
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8. ANEXO

Las Tablas S1y S2 de este anexo presentan las variantes incluidas
en los modelos de riesgo poligénico generados en el Estudio 4 de esta
Tesis. La Tabla S1 muestra los 198 SNPs comunes al listado original
de Arloth y colaboradores (Arloth et al. 2015), la muestra
descubrimiento MDD2 y la muestra diana SUD_1524. La Tabla S2
presenta los 58 SNPs incluidos en el modelo tras la busqueda de
variantes en LD del listado original (mediante el uso de SNiPA),
comunes a MDD2 y SUD_1524.

TABLA S1. 198 SNPs COMUNES AL LISTADO ORIGINAL, MDD2 Y SUD_1524. RSID_PRS
(cédigo identificador dbSNP), CHR (cromosoma), BP (par de bases), Al (alelo de
riesgo), A2 (alelo mayor), OR (odds ratio, tamafio del efecto en MDD2), P (valor de p
en GWAS MDD?2) y originales (codigo identificador Arloth et al. 2015).

RSID_PRS | CHR BP Al A2 OR P Originales
rsg09972 1 9234363 T G 1,02194 | 0,03725 rsg09972
rs3766746 1 12031866 T (¢ 1,0144 0,07909 rs3766746
rs2295281 1 12059412 T © 1,00833 | 10,2996 rs2295281
rs77158575 1 20944889 A G 1,002 0,9129 rs77158575
rs2473263 1 22543364 A G 0,9983 | 0,8269 rs2473263
rs7349097 1 44034135 T (¢ 0,99273 0,3658 rs7349097
rs425181 1 61235684 T © 0,9982 0,83 rs425181
rs1981294 1 111526739 T (¢ 1,00612 0,5562 rs1981294
rs7544118 1 112032205 T © 0,9974 0,797 rs7544118
rs72694971 1 150173801 T G 0,9993 0,951 rs72694971
rs698915 1 150388318 A G 1,001 0,9096 rs698915
rs7556661 1 150892009 T (¢ 1,00995 0,2292 rs7556661
rs11264449 1 156135241 © G 1,0016 | 0,8501 rs11264449
rs67917627 1 156962719 T (¢ 1,00481 0,6397 rs67917627
rs10489832 1 158454356 A G 1,00461 | 0,6824 rs10489832
rs717450 1 168552192 A G 0,99154 | 0,2908 rs717450
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RSID_PRS | CHR BP Al A2 OR P Originales
rs35288741 1 204928155 A G 1,01501 | 0,07688 rs35288741
rs4845143 1 207003319 T G 0,98659 | 0,1655 rs4845143
rs34764163 1 223034487 A G 1,0027 0,7673 rs34764163
rs4309551 2 10272673 T C 0,99481 | 0,5187 rs4309551
rs843631 2 54547225 A G 0,99243 0,3404 rs843631
rs2422008 2 63780605 A C 0,99283 | 0,3624 rs2422008
rs17849707 2 65298839 A G 1,01015 0,2907 rs17849707
rs11686934 2 70172116 A G 0,99461 | 0,4996 rs11686934
rs3771863 2 75419714 T © 1,00844 | 10,4845 rs3771863
rs17031905 2 99070902 A G 1,01015 | 0,2618 rs17031905
rs2305160 2 101591304 A G 0,9993 0,9283 rs2305160
rs6543137 2 103065908 T G 0,9993 0,943 rs6543137
rs17178720 2 128939799 T © 1,0023 0,8178 rs17178720
rs736020 2 169964332 T C 1,00723 | 10,3665 rs736020
rs16858988 2 171702960 A G 0,97902 | 0,02644 rs16858988
rs6433294 2 172369069 T C 1,00592 | 0,4781 rs6433294
rs6749185 2 172380608 C G 0,98827 0,1358 rs6749185
rs6709463 2 203545198 T C 0,9997 0,9671 rs6709463
rs2938387 3 12439387 T © 0,99243 0,3532 rs2938387
rs2730355 3 16228958 A G 1,00975 | 0,3709 rs2730355
rs12497322 3 39249753 A G 1,00965 0,2594 rs12497322
rs2371129 3 40248393 T C 1,02051 | 0,01412 rs2371129
rs17280306 3 41168084 T © 0,99183 0,3044 rs17280306
rs113274464 3 43126872 C G 0,98718 | 0,1882 rs113274464
rs7622109 3 44402063 A G 0,97287 | 0,001004 rs7622109
rs1873625 3 49666964 A C 0,97795 | 0,01018 rs1873625
rs17304079 3 50085153 A G 0,99104 0,3166 rs17304079
rs9873175 3 52059636 T C 0,98069 | 0,1416 rs9873175
rs11707455 3 107519777 A G 1,00773 | 0,4063 rs11707455
rs72952437 3 112084424 A G 1,00612 | 0,5851 rs72952437
rs62262832 3 112841860 A T 0,9979 0,8511 rs62262832
rs4688030 3 119440690 C G 0,9976 0,776 rs4688030

312




Anexo

RSID_PRS | CHR BP Al A2 OR P Originales
rs55776343 3 125749982 A G 0,97961 0,0658 rs55776343
rs2567342 3 197282497 T C 0,98305 | 0,05011 rs2567342
rs10939637 4 9977577 A G 1,02675 | 0,007423 rs10939637
rs6531673 4 38847917 T C 0,9982 0,8165 rs6531673
rs10002500 4 47958679 T © 1,0199 0,09704 rs10002500
rs7673908 4 56394819 A G 0,99581 | 0,6098 rs7673908
rs9994839 4 88393780 T G 1,01298 0,1217 rs9994839
rs2672027 5 566782 A C 1,02255 | 0,02571 rs2672027
rs3853657 5 567246 T © 0,99501 0,7039 rs3853657
rs325828 5 41032232 T C 1,0016 0,8781 rs325828
rs66507130 5 50792240 A G 1,00803 0,368 rs66507130
rs2049490 5 75229137 A G 0,98946 | 0,1771 rs2049490
rs1529505 5 76114963 T © 1,0014 0,8565 rs1529505
rs171803 5 102136499 T C 1,00501 | 0,5497 rs171803
rs2420147 5 130561257 T © 0,99412 0,5668 rs2420147
rs4976450 5 136828322 T C 0,99452 | 0,4999 rs4976450
rs10039049 5 150517899 T © 1,00351 0,6836 rs10039049
rs9329125 5 177401509 A G 1,00552 | 0,6222 rs9329125
rs11249756 5 180455372 T © 1,00391 | 0,6505 rs11249756
rs9503168 6 2382395 A G 1,00471 | 0,5527 rs9503168
rs7755418 6 4018886 A G 1,01664 | 0,2558 rs7755418
rs531815 6 10790751 T G 0,98985 | 10,2847 rs531815
rs1228529 6 13161138 T © 0,99541 0,6623 rs1228529
rs115978907 6 31140152 A C 1,03355 | 3,07E-05 | rs115978907
rs116240820 6 32323529 A G 1,0002 0,9799 rs116240820
rs116070899 6 32433067 A G 1,0004 0,9714 rs116070899
rs2282444 6 41762808 © G 0,9985 0,8704 rs2282444
rs2237250 6 111985081 A G 1,01298 | 10,2671 rs2237250
rs6904470 6 132927345 T © 1 0,9979 rs6904470
rs34771359 7 29565995 A G 1,00965 | 0,2462 rs34771359
rs12216600 7 31965969 T © 0,99243 0,3359 rs12216600
rs639459 7 42951936 T G 1,00371 | 0,7586 rs639459
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RSID_PRS | CHR BP Al A2 OR P Originales
rs2240516 7 43687296 T © 0,99213 0,3198 rs2240516
rs17239727 7 43844321 T C 0,97687 | 0,01579 rs17239727
rs10234768 7 50182079 T © 1,03241 | 0,002649 rs10234768
rs11238359 7 55383887 T C 1,00391 | 0,6627 rs11238359
rs2460432 7 65554385 T © 1,00391 0,6438 rs2460432
rs12705071 7 99682026 T C 0,99124 | 0,3132 rs12705071
rs17340646 7 128722514 T G 1,002 0,8342 rs17340646
rs10487531 7 142162715 T C 1,0028 0,739 rs10487531
rs2072443 7 150490376 T © 1,00471 | 10,5595 rs2072443
rs1532445 8 20131799 A G 0,98718 | 10,1204 rs1532445
rs12548608 8 29003000 T © 1,00642 0,4201 rs12548608
rs12335026 8 82454361 A G 1,01056 | 0,3156 rs12335026
rs7027886 9 2798358 A © 0,97804 | 0,008065 rs7027886
rs7870685 9 31573188 A G 1,0142 0,2362 rs7870685
rs10746914 9 75804249 A © 0,99511 | 10,5517 rs10746914
rs1408069 9 111219000 A G 1,02398 | 0,02448 rs1408069
rs4075428 9 130940121 A G 0,97258 | 0,001089 rs4075428
rs13285411 9 130997868 A C 1,00662 | 0,6038 rs13285411
rs3761821 9 136085783 T © 1,00844 0,4203 rs3761821
rs10781518 9 139300547 A G 1,00884 | 0,2815 rs10781518
rs10906402 10 6430767 T © 1,0145 0,2461 rs10906402
rs7089504 10 6516327 T C 0,98876 | 0,1725 rs7089504
rs7099954 10 7755732 T G 0,99571 0,6964 rs7099954
rs158391 10 43143078 T G 0,99422 | 10,5536 rs158391
rs77280190 10 45080538 T © 1,00501 0,6954 rs77280190
rs4253082 10 50717586 T C 1,00401 | 0,7069 rs4253082
rs2812500 10 71420172 A © 1,01826 | 0,03783 rs2812500
rs17108932 10 89866673 A G 0,98946 | 0,2293 rs17108932
rs2234768 10 90749943 T © 0,98442 0,1907 rs2234768
rs10881678 10 91570905 T C 0,99461 | 0,5437 rs10881678
rs3758587 10 98946244 A G 0,98196 | 0,04621 rs3758587
rs2296887 10 | 104005410 T C 1,01207 | 0,2763 rs2296887
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RSID_PRS | CHR BP Al A2 OR P Originales
rs10885031 10 112498330 T © 1,00955 0,2367 rs10885031
rs9418982 10 | 135320622 T C 0,97677 | 0,06767 rs9418982
rs2568032 11 8861077 A G 0,99641 0,6772 rs2568032
rs4075678 11 11318964 A G 1,0016 0,8432 rs4075678
rs10835861 11 32219851 A © 1,01268 0,1668 rs10835861
rs2956993 11 62406162 T G 0,9858 | 0,07727 rs2956993
rs3825073 11 64900270 T G 1,01106 0,3118 rs3825073
rs11227523 11 66305938 T C 0,9987 0,8899 rs11227523
rs4147779 11 67804807 A G 0,99054 | 0,3134 rs4147779
rs624420 11 68620223 T C 1,01167 | 0,3258 rs624420
rs3015983 11 77164904 T © 1,00702 0,4126 rs3015983
rs10790231 11 | 117967476 T C 0,9758 0,1228 rs10790231
rs4442562 11 | 118845813 A G 0,98758 | 0,2153 rs4442562
rs4242902 12 7871436 T C 0,99561 | 0,5963 rs4242902
rs11055463 12 7879654 A G 1,00572 0,518 rs11055463
rs10505733 12 7888555 A C 1,00662 | 0,4547 rs10505733
rs10784359 12 40445750 T © 1,01076 0,2322 rs10784359
rs1859441 12 48423233 T C 0,99074 | 10,3921 rs1859441
rs6581076 12 56067226 © G 1,00371 0,6839 rs6581076
rs7955208 12 | 113203123 T C 0,9803 | 0,07213 rs7955208
rs4767092 12 113975009 A G 0,99173 0,4077 rs4767092
rs12423255 12 | 123595064 A G 1,02265 | 0,01098 rs12423255
rs9525211 13 114803433 © G 1,00733 0,4996 rs9525211
rs12891572 14 21738262 T C 1,00874 | 0,4625 rs12891572
rs2178779 14 22409571 A G 1,0005 0,95 rs2178779
rs12432242 14 23283905 T C 0,98738 | 0,1146 rs12432242
rs8015121 14 23375251 A G 0,99064 0,3373 rs8015121
rs8007588 14 25287011 A G 0,99362 | 0,4272 rs8007588
rs2749883 14 52515716 A © 0,99372 0,426 rs2749883
rs12886153 14 56221073 A G 0,99173 | 10,4329 rs12886153
rs2359795 14 75912479 T © 0,99511 | 0,5367 rs2359795
rs59562633 15 26193577 T C 1,002 0,822 rs59562633
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RSID_PRS | CHR BP Al A2 OR P Originales
rs6493387 15 31312023 T © 1,0022 0,7809 rs6493387
rs12441390 15 38950560 T C 0,99213 | 10,4531 rs12441390
rs4924398 15 40175964 A G 0,99432 0,493 rs4924398
rs524908 15 44187991 A C 1,02963 | 0,002921 rs524908
rs1647990 15 60916622 T G 1,01664 | 0,04211 rs1647990
rs35406858 15 75279669 C G 1,01715 | 0,1583 rs35406858
rs2269799 15 91796583 T © 0,99164 0,3293 rs2269799
rs4777959 15 92862216 T C 1,01847 | 0,02106 rs4777959
rs12438495 15 99477058 A G 1,01379 | 0,08411 rs12438495
rs7194275 16 1481020 T C 0,98738 | 10,2528 rs7194275
rs9931197 16 23231918 A G 0,99025 0,3071 rs9931197
rs1423738 16 26799728 A T 1,0028 | 10,7273 rs1423738
rs11644259 16 50371463 T G 0,9994 | 0,9517 rs11644259
rs166211 16 65922934 A T 1,01005 | 0,2209 rs166211
rs59464952 17 5585519 A © 0,9994 | 0,9641 rs59464952
rs3826440 17 7411455 T C 1,03149 | 0,0006426 | rs3826440
rs75664430 17 8064779 C G 1,01177 0,201 rs75664430
rs6607302 17 36194230 T C 0,98413 | 10,1094 rs6607302
rs4795402 17 38085385 A © 0,9969 0,7362 rs4795402
rs231478 17 41983627 C G 0,99035 | 0,2445 rs231478
rs1352312 17 43376761 T G 0,99302 0,4908 rs1352312
rs2277628 17 48601381 C G 1,01684 | 0,04166 rs2277628
rs36074193 17 48983099 T © 0,9862 0,1182 rs36074193
rs8082593 17 49509802 T C 0,99531 | 0,5818 rs8082593
rs4968392 17 57799204 A G 0,97814 | 0,04289 rs4968392
rs1893233 18 11411062 T C 1,0024 | 0,8172 rs1893233
rs13090 19 868115 T © 0,98442 0,1319 rs13090
rs2395891 19 2032148 T G 1,00431 | 0,6484 rs2395891
rs12981801 19 2837468 T © 0,9986 0,8618 rs12981801
rs7256770 19 11689911 A G 0,99342 | 10,4348 rs7256770
rs2524379 19 14854034 T © 0,99392 0,4521 rs2524379
rs91710 19 18141123 A G 0,99312 | 0,4186 rs91710
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RSID_PRS | CHR BP Al A2 OR P Originales
rs55678304 19 18316629 A © 0,99471 0,523 rs55678304
rs73526909 19 18949229 A T 0,99322 | 0,6117 rs73526909
rs877836 19 29762562 A G 0,99442 0,5069 rs877836
rs73048504 19 36191817 C G 0,97404 | 0,01199 rs73048504
rs1559155 19 49632772 T © 1,00531 | 0,5221 rs1559155
rs2253693 20 1545468 T C 1,01369 | 0,09383 rs2253693
rs2209313 20 1599142 T © 1,00572 0,5511 rs2209313
rs2027237 20 4177104 T C 1,01187 | 0,1526 rs2027237
rs914314 20 24897355 T © 1,01197 | 0,3044 rs914314
rs2387976 20 25599560 T C 1,0007 0,9342 rs2387976
rs1007122 20 31346001 T © 1,00652 0,4189 rs1007122
rs1041898 20 46561617 A C 0,99481 | 0,5248 rs1041898
rs6070412 20 56865274 A T 0,99452 0,4871 rs6070412
rs2828337 21 24995198 A G 1,01076 | 0,2517 rs2828337
rs724208 21 34491984 A G 1,01633 0,0424 rs724208
rs2329844 21 46086901 A G 1,00441 | 0,5823 rs2329844
rs5763241 22 29839168 T © 0,98787 0,3099 rs5763241
rs42931 22 30960412 T C 0,99293 | 0,3984 rs42931
rs5994328 22 31046587 T © 1,00491 0,5477 rs5994328
rs5756520 22 37508507 A G 0,99651 | 0,6661 rs5756520
rs749326 22 38051019 A G 1,00511 0,7183 rs749326
rs6001675 22 40165159 A G 1,01349 | 0,1642 rs6001675
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XAQUIN GURRIARAN BAS

TABLA S2. 58 SNPs EN LD CON LISTADO ORIGINAL, MDD2 Y SUD_1524. RSID_PRS
(codigo identificador dbSNP), CHR (cromosoma), BP (par de bases), Al (alelo de
riesgo), A2 (alelo mayor), OR (odds ratio, tamafio del efecto en MDD2), P (valor de p
en GWAS MDD2), originales (codigo identificador Arloth et al. 2015), r2y D” (medidas
de LD entre SNP seleccionado en SNiPA y listado original de Arloth et al. 2015).

RSID_PRS | CHR BP Al |A2| OR P Originales SNiPA R? D’
rs1280971 i 10978316 A G | 0,99045 | 0,2745 rs1280984 rs1280971 0,654079 | 0,973906
rs190043 1 26200602 A G | 1,01106 | 0,1747 rs213637 rs190043 0,98814 1
rs12727117 i 26726494 C G | 1,00381 | 0,7136 rs7535902 rs12727117 | 0,937648 1
rs12145754 1 111463268 | T c 0,9998 0,9831 rs2363536 rs12145754 | 0,703116 | 0,875624
rs12134335 i 154738779 | A G 0,9756 | 0,00863 rs4845391 rs12134335 | 0,529681 [ 0,99305
rs10800356 1 168327555 | T G | 1,00441 0,665 rs12128782 rs10800356 | 0,853463 | 0,986072
rs4072407 2 26671544 A G | 1,00864 0,461 rs2280516 rs4072407 0,884799 | 0,940637
rs12464738 2 62294076 A G | 1,00713 | 0,3761 rs6545924 rs12464738 | 0,729076 | 0,946943
rs6755948 2 73877621 A G | 0,99104 | 0,2662 rs12620091 rs6755948 0,892702 | 0,982115
rs10190632 2 86017386 A G | 0,99432 | 0,4727 rs10180924 rs10190632 | 0,769238 0,9115
rs335127 2 89100215 T C 0,9975 0,7665 rs2848122 rs335127 0,921131 1
rs1467130 2 101306319 | T c 0,9976 0,7645 rs11123840 rs1467130 0,580172 -1
rs6755354 2 113826072 | T G | 1,01939 | 0,1282 rs60157471 rs6755354 0,868316 | 0,94096
rs2680966 2 197596310 | A G | 1,00652 | 0,4806 rs10931765 rs2680966 0,662815 | 0,820741
rs7625881 3 11550723 A G 1,0139 0,2259 rs17034661 rs7625881 0,702595 | 0,847728
rs60206722 3 97964552 A G | 1,00371 | 0,7625 rs57988909 rs60206722 1 1
rs12636575 3 113474359 | A G | 1,00823 | 0,3162 rs2712353 rs12636575 | 0,648913 0,9572
rs1949113 3 140901132 | C G | 0,98147 | 0,1587 rs6439982 rs1949113 0,666182 | 0,925741
rs13145055 4 158775584 | A G | 1,01268 | 0,2278 rs7678870 rs13145055 | 0,980912 1
rs4705421 5 149566932 | T G |0,98817 | 0,1488 rs917585 rs4705421 0,99603 1
rs6936881 6 1713692 T C | 0,98393 | 0,04628 rs12206258 rs6936881 0,747329 | -0,995004
rs2875910 6 3830774 c G | 1,00975 | 0,2315 rs9503750 rs2875910 0,796935 | -0,995238

rs116739320 6 32413830 C G | 1,02163 | 0,008902 rs9268671 rs3763327 0,733204 1
rs9481140 6 111394511 | A G | 1,00743 | 0,6034 rs9320357 rs9481140 0,917914 | 0,975514
rs532409 7 64763167 A G | 1,00351 0,667 rs7796045 rs532409 0,871236 | -0,990925
rs11762191 7 73100487 c G 1,0016 0,8405 rs3793243 rs11762191 | 0,811691 | 0,986703
rs223014 7 73579794 T C | 1,00612 | 0,4857 rs444297 rs223014 0,837872 | 0,919441
rs7789389 7 150478821 | C G |0,98758 | 0,1333 rs17173596 rs7789389 0,970468 1
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Anexo

RSID_PRS | CHR BP Al |A2| OR P Originales SNiPA R? D’
rs3924018 8 23151236 T C | 1,00743 | 0,3965 rs7826635 rs3924018 0,918566 | 0,985612
rs11013110 10 22996441 T G | 0,98926 | 0,2061 rs6482235 rs11013110 | 0,903444 | 0,966355
rs11186787 10 82501616 A G 0,9971 0,8432 rs12766521 rs11186787 | 0,605159 | 0,88722
rs10902108 11 225256 T C |1,00803 | 0,4153 rs3802984 rs10902108 | 0,764584 | 0,929075
rs2923097 1 10365044 A T | 1,00371 | 0,6482 rs1562782 rs2923097 0,983667 1
rs12223076 11 74447549 A G 1,0002 0,9841 rs12417156 rs12223076 | 0,789568 | 0,962518
rs483598 1 118509668 | A G | 1,00995 | 0,2174 rs633683 rs483598 0,776941 | 0,995411
rs111723516 11 118722127 | T G | 1,02296 | 0,2565 rs538645 rs111723516 | 0,968056 =l
rs11170172 12 52954844 A G | 1,00391 | 0,7077 rs12372446 rs11170172 1 1
rs4369555 13 48526833 T C |0,99283 | 0,3612 rs9526443 rs4369555 0,889484 | 0,983389
rs8015364 14 21184482 T c 1,0025 0,7565 rs12433896 rs8015364 0,757296 | 0,975737
rs55859043 14 61605415 A G | 1,00662 | 0,4705 rs17834472 rs55859043 | 0,988651 i
rs4902683 14 69442848 T C |0,99571 | 0,6088 rs4902681 rs4902683 0,611379 | 0,876642
rs62011562 15 22935275 A T 1,0141 0,1213 rs74450329 rs62011562 | 0,893702 | 0,984254
rs10519978 15 35406579 c G | 0,98649 | 0,1332 rs4924543 rs10519978 | 0,985133 | -0,995011
rs11642741 16 13888790 T C |1,01288 | 0,1168 rs7198922 rs11642741 | 0,654192 | 0,994609
rs7204332 16 29668804 c G | 0,99332 | 0,4075 rs11859842 rs7204332 0,793092 1
rs34876239 16 30498824 T c 1,0006 0,945 rs12443981 rs34876239 0,77261 | 0,925736
rs11646602 16 35069526 A G | 0,99442 | 0,4766 rs11645488 rs11646602 | 0,765355 | 0,878385
rs36005190 16 86696224 C G 1,0002 0,9874 rs300035 rs36005190 | 0,676963 | 0,825253
rs1548370 17 5951487 A G 1,0011 0,8883 rs4985671 rs1548370 0,948045 | 0,991698
rs939540 17 72805783 T C |0,98334 | 0,04112 rs2385067 rs939540 0,522486 | -0,841317
rs1054695 19 1274601 T C | 1,00541 | 0,6366 rs60492890 rs1054695 1 1
rs778811 19 5828895 T G 1,0007 0,9462 rs1379868 rs778811 0,9197 0,993369
rs34155014 19 41188429 A T 1,002 0,8226 rs3865451 rs34155014 | 0,851959 | 0,932546
rs77284436 19 41959358 A G | 0,99422 | 0,6181 rs11083620 rs77284436 | 0,938408 i
rs58532 20 1792434 A G 0,9995 0,9534 rs200891 rs58532 0,627102 | 0,965583
rs412123 21 38013082 A G | 0,99045 | 0,2284 rs417557 rs412123 0,933706 i
rs56288252 21 47077829 T C |0,98926 | 0,3064 rs57057834 rs56288252 | 0,923041 | 0,96075
rs35269245 22 29632596 T C |0,98946 | 0,2536 rs5752890 rs35269245 | 0,989654 | 0,994813
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